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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK) tiim diinyada izlenen kanserlerin %9’unu olusturan ve
diinyada 3. siklikta goriilen kanser tiirtidiir (1). Cok sayida tedavi segenekleri olmasina
ragmen, kanser ile iligkili 6liim nedenleri arasinda 4. swradadir (1,2). Pek ¢ok KRK
olgusunda tiimor cerrahi olarak rezeke edilebilir durumdayken bile, cerrahi sonrasi
metastazlar ile karsilagilmakta ve bu amagla yapilan, rezidiiel tiimor hiicrelerini ortadan
kaldirmaya yonelik adjuvan tedaviler ise tedaviye direngli hiicre popiilasyonlarinin
varlig1 nedeniyle etkisiz olmaktadir (3).

Uzun yillardir kanserlerin selliiler diizeyde fenotipik olarak heterojenik bir hiicre
popiilasyonundan olustugu bilinmesinin yani sira, son yillarda tiimdrojenik biiylimenin
baglatilmas1 ve desteklenmesinde tiimor hiicrelerinin biiyiime karakteristiklerinde
farkliliklar oldugu not edilmistir (4,5). Bu farkliliklarin timorde devam eden genetik
mutasyonlar ile tam olarak aciklanamamasi, kanser olusum ve biiylimesi ile ilgili olarak
kanser kok hiicresi (KKH) hipotezinin ortaya ¢ikmasi ile sonu¢lanmistir (4). Yakin
gecmisde tlimor rekiirrensinin primer nedeninin kemoterapiye direncli KKH oldugu
gosterilmistir (6,7). Yapilan ¢alismalarin KKH ile normal kok hiicrelerin kendilerini-
yenilemeleri arasindaki farkliliklar1 ag¢iga c¢ikarmasi, normal kok hiicrelere zarar
vermeden, KKH’nin kanser tedavisinin hedefi olarak kullanilabilecegi yoniindeki
goriisleri desteklemistir (5). Giiniimiizde KKH’ne bagli olusan tedavi direncinin ortadan
kaldirilmasmi1 hedefleyen c¢alismalar giderek yogunlagsmaktadir (8). Kok hiicre
gelisiminin diizenlenmesinde rol alan pek ¢ok yolak embriyonik ddnemde tanimlanan ve
kanser gelisimi ile baglantili da olan yolaklardir. Oct-4, BMP, JNK, SHH, Hedgehog,
Wnt/B-katenin sinyal ileti yolagi gibi kok hiicrelerinin kendini yenileme 6zelligini
diizenleyen yolaklar ayn1 zamanda kanser gelisimi ve prognozu ile baglantili yolaklardir
(6, 7). Yine bu yolaklar igerisinde bulunan Notch sinyal yolu da 6nemli bir yere sahiptir.
Insanlarda bu sinyal yolunun hem koék hiicrelerde hem de progenitér hiicrelerde
bulunmasinin yani sira, anormal Notch sinyalinin karsinogenez boyunca hem kok
hiicrelerin kendini yenilemesi hem de normal kdk hiicrelerin regiilasyonunun bozulmasi
iizerine etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalar sonucunda Notch sinyalinin
kanser hiicrelerinin biliyiimesi, invazyonu ve metastazinda etkili oldugu bulunmus ve
Notch sinyal inaktivasyonunun kanser tedavisinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir(9).

Diger bir yandan Notch sinyal yolu farkli kanserlerde farkli rol oynamaktadir.



Hepatoseliiler karsinom, deri ve kiiciik hiicreli akciger karsinomunda Notch sinyal yolu
timor supresor olarak rol oynarken; serviks, akciger, bas boyun, bobrek, hematopoetik
ve lenfoid tiimdrlerde ise artan Notch reseptdr ve ligandlar1 tiimdr progresyonunda rol
oynamaktadir. Intestinal sistemde ise Notch intestinal kriptlerde matiir enterositlere
diferansiye olan progenitdr hiicre popiilasyonunda kritik bir role sahiptir. Notch
sinyalinin barsakta hem kaybi, hem de artan ekspresyonunun karsinogenez agisindan
onemli olabilecegine dair bulgular vardir (10). Kolon kanserinde yapilmis az sayida
calismada Notch’un tiimoér progresyonunda rol oynayabilecegi ve bu yolagn
inhibisyonunun tedavide kullanilabilecegi yoniinde veriler bulunsa da, diger kanserler de
oldugu gibi Notch ile iligkili molekiiler yollar tam olarak tanimlanmamis olup
arastirmalar siirmektedir.

Son yillarda drosofilada ilk olarak Notch sinyal inhibitorii olarak belirlenen, ancak
sonraki calismalarda Hedgehog ve p53 sinyal yoluna da etki ettigi izlenen, temel olarak
hiicre kaderinin se¢cimi ve asimetrik hiicre boliinmesinden sorumlu Numb proteinleri
tanimlanmistir (11,12). Kisaca Numb, Itch ile etkileserek hem Notch, hem de Gli-1
inaktivasyonunu saglarken, diger bir yandan MDM?2 inaktivasyonu ile P53
stabilizasyonuna neden olmaktadir. Bu sinyal yollarinda Numb etkisi baslica LNX ve
SIAH-1 ile inhibe edilmektedir (7,12). Meme kanserinde Numb ekspresyon kaybinin
kotii derecede diferansiye tiimorlerde sik oldugu ve kotii prognoz ile iliskili oldugu
izlenmistir (13,14). Bu bulgular kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda da
saptanmistir (15). Benzer olarak malign tiikriik bezi tiimdrlerinde de Numb ekspresyon
kayb1 kotii prognoz ile iligkili bulunmustur (16). Tiim bu bulgular Numb’mn tiimor
siipresOr olabilecegi ve Notch tizerine olan etkilerinden dolayr KKH’ni hedefleyen
tedavilerde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Yine az sayida g¢alismada Notch,
Numb, Itch ve Siah-1’in tiimor olusumu, progresyonu ile iliskili oldugu ve prognoza
etkili molekiiler belirtecler oldugu saptanmistir. Kolon kanserlerinde Notch ile ilgili az
sayida calisma yapilmis olup, bu yolagmin 6nemli regiilatorleri olan Numb, Itch ve Siah-
1’1 ele alan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmanin amaclar1 su sekilde 6zetlenebilir:

1. RT-PCR ve immunohistokimyasal yOntemler kullanilarak normal kolon
mukozasi, kolon adenomu ve kolon kanserinde Notch ve bu yolagin regiilatorleri

olan Numb, Itch ve Siah-1’in ekspresyonlarini aragtirmak.



2. Kolon karsinomunda Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in klinikopatolojik
parametreler, dolayisiyla tiimor davranisi ile iligkisini saptamak.

3. Kolon karsinomunda Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in 5 yillik hastaliksiz
sagkalim 1ile iliskisini ve bagimsiz prognostik faktorler olup olmadigini
belirlemek.

4. Kolon karsinomunda Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in protein ve

immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin birbirleriyle iligkisini a¢iga ¢ikarmak.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anatomi

Kalin barsak ileumun bitiminden aniise kadar uzanir ve ortalama 150 cm uzunlugu
ile sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Kalin barsaklar periton i¢cinde ve retroperitoneal
alanda karaciger, dalak, mide, duedonum, ince barsaklar, bobrekler, iireterler ve mesane
gibi ¢ok sayida organla komsuluk gosterir. ince barsaklardan farkli olarak longitudinal
kas liflerinin yogunlasmasi ile olusan tenyalara (tenya libera, tenya omentalis, tenya
mezokolika), yag dokusundan olusan yaprak seklinde periton ile ortiilii “appendices
epiploica”lara ve sirkiiler kas liflerinin olusturdugu fonksiyonel ceplenmeler olan
haustralara sahiptirler. Kalin barsak ince barsaktan daha genistir ve ileum-¢ekum
birlesme yerinde kalin barsak igeriginin ince barsaga gecisini engelleyen ileogekal valv
olarak adlandirilan bir kapak bulunur. Kalin barsak ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon,
inen kolon, sigmoid kolon ve rektum olmak tizere boliimlere ayrilmistir. Cekum; kalin
barsagin ilk parcasidir. Sag iliak ¢ukurda intraperitoneal yerlesmistir. Uzunlugu 4-8 cm,
cap1 7,5 — 8,5 cm olup, kolonun en genis kismidir. Mezenteri olmayan genis bir postur.
Uzerinde apendiksin yapistig1 yerden tenya mezokolika, tenya libera ve tenya omentalis
baslar. Cikan kolon; ¢ekumdan karacigerin sag lobunun alt yiiziine kadar uzanir ve
burada hepatik fleksuray1 yapar. On ve yan yiizleri peritonla ortiiliidiir. Yaklasik 15-20
cm uzunlugundadir. Transvers kolon; hepatik fleksura ile splenik fleksura arasinda
uzanir. Ortalama 50 cm (30-60 cm) uzunlugundadir. Transvers kolonun sag ucu
duedonum ikinci pargasina ve pankreas basina tutunmustur. Pankreas basindan splenik
fleksuraya kadar tamami peritonla Ortiiliidiir ve mezokolon ile karin arka duvarina
tutunur. Inen kolon; splenik fleksuradan sol iliak fossaya kadar uzanir. Ortalama 25 cm
uzunlugundadir. Yan ve 6n yiizii periton ile ortiiliidiir. Arka ylizii gevsek bag dokusu ile
karin arka duvarina yapisiktir (17).

Sigmoid kolon; krista iliaka hizasinda psoas major kasinin i¢ kenarindan baslar; 3.
sakral vertebra hizasinda rektumda sonlanir. Ortalama uzunlugu 40 cm olup cap1 kolon
capmnin en dar yeridir (ortalama 2,5 cm). Tamamen peritonla sarilidir ve mezokolon ile
karin arka duvarina tutunmustur. Sigmoid kolonun asag1 kisimlarinda tenyalar incelmeye

baslar ve rektuma yaki kisimda tamamen kaybolurlar (17).



Rektum; Ugiincii sakral vertebra hizasindan baslayip sakrum egilimini takip ederek
anal kanalla devamlilik gosterir. Uzunlugu 12-15 cm arasindadir. Rektum, baslangic yeri
olarak kabul edilen sakral promontorium hizasindan pelvik tabana dogru ilerlerken
proksimalde ve distalde saga, orta boliimde sola konveksite gosteren ii¢ kavis yapar.
Bunlar Limen i¢inde mukoza c¢ikintilar1 olarak goriiliirler ve Houston valvleri olarak
adlandirilirlar. Rektumda haustralar, “appendices epiploica’lar, mezenter ve tenyalar
yoktur. 2/3 iist kismi peritonla ortiiliidiir. On yiizii 6rten periton mesaneye gegerek
erkekte “excavatio rectovezicalis”i uterusa gecerek kadinda “excavatio rectouterina
(Douglas ¢ukuru)’y1 olusturur. Arka yiizde ise sigmoid kolona kadar retroperitonealdir.
Burada 4. sakral vertebra korpusundan baslayip o bolgedeki damar ve sinirleri orterek
rektuma uzanan Waldeyer fasyasi vardir. Retroperitoneal rektumun 6niinde ise erkekte

mesaneye kadinda vaginaya uzanan Denonvilier fasyasi bulunur (17).

2.2. Kan Dolasim

Kalin barsaklar inferior ve superior mezenterik arterden beslenir. Superior
mezenterik arterin ileokolik, sag kolik ve orta kolik dallar1 ¢ekum, appendiks, ¢ikan
kolon ve transvers kolonun sag yarisini; inferior mezenterik arterin ise sol kolik, sigmoid
ve superior hemoroidal dallar1 sol fleksura, inen kolon, sigmoid, rektosigmoid ve
rektumun proksimalinin kanlanmasmi saglar. Rektumun orta 1/3’lik kismi arteria
hemoroidalis media, alt 1/3’liik kismi1 ise arteria pudenta internanin dali olan arteria
hemoraidalis inferior ile beslenir. Sol ve orta kolik arterler birbirine dal vererek Riolan
kavsini olusturur. Kolonun tiim arterleri kendilerine komsu arterlerle, kalin barsagin tiim
uzunlugu boyunca anastomoz yapar, bunlara Drummond’un marjinal arterleri ad1 verilir.
Arterler kolon duvarina ulasmadan 6nce vasa recta’lar1 olusturur. Kolonun venéz doniist
bu arterlere es giden venlerle olur. Ozelligi portal sisteme dokiilmeleridir. Superior ve
inferior mezenterik venler vena lienalis ile birlikte portal sistemi olusturur. Rektumun ve
anal kanali ¢evresindeki ven pleksusundan ¢ikan dallarin bir kismi superior rektal ven
ile inferior mezenterik vene, bir kismi da medial ve inferior rektal venler ile internal iliak

vene dokiiliir (17).



2.3. Lenfatik Drenaj

Kalin barsak lenfatikleri dort ana ganglion grubunda toplandiktan sonra cysterna
chyli araciligiyla vendz sisteme dokdiliir.

a) Epikolik lenf bezleri; kolon duvarmin hemen yaninda yer alir.

b) Parakolik lenf bezleri; marjinal arterler etrafindadir.

c) Intermedier lenf bezleri; mezenter i¢indedir.

d) Esas lenf bezleri; mezenterik arter ve venin kokleri etrafindadir.

Rektuma ait lenf drenaji bu organi besleyen kan damarlarini takip eder. Ust 1/3’e
ait lenfatikler arteria hemoroidalis superior ve arteria mezenterika inferioru takip ederek
aorta etrafindaki lenf bezlerine gelirler. Orta 1/3’e ait olanlar arteria hemoroidalis
mediay1 izleyerek pelvis yan duvari iizerindeki lenf bezlerine; alt 1/3’e ait olanlar ise
anal kanal ve perianal derinin lenf yollar1 ile beraber her iki inguinal lenf bezlerine veya

arteria iliaka interna etrafindaki lenf bezlerine drene olurlar(17).

2.4. Innervasyon

Kalin barsagm innervasyonu otonom sinir sistemi ile olur. Sempatik lifler T7-12
den c¢ikar ve submukozal (Meissner) ve myenterik (Auerbach) sinir aglarinda sonlanir.
Parasempatik innervasyon, sag kolonda sag vagus ile olurken, sol kolonda L1-3’den
gelen liflerle olur. Sempatik sistem sekresyonu ve hareketleri inhibe ederken,
parasempatik sistem uyarici etki gosterir. Rektum ve anal kanalin iist kisimlar1 sempatik
dallarin1 sempatik trunkusun lomber kismindan ve superior hipogastrik pleksustan,
parasempatik dallarimi pelvik splantik sinirlerden alirlar. Alt kisimlar1 ise hipogastrik
sinir yoluyla sempatik innervasyon, S2-4 den c¢ikan liflerle parasempatik innervasyon

alir (17).

2.5. Embriyoloji

Kolonun proksimal kism1 (¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon) embriyolojik orta
barsaktan koken alir; kolonun kalan kismi ve rektum ise embriyolojik arka barsaktan
gelisir. Gelisiminin erken ddnemlerinde orta barsagin uzamasi dorsal mezenterin
olusmasma ve bu olusumun karin arka duvarina asilmasina neden olur. Gebeligin

yaklagsik 6. haftasinda ¢ekum bir divertikulum halinde taninabilir. Kolon fetusun gelisimi



siiresince uzamaya devam eder ve son pozisyonunu alir. Distal arka barsak kloakaya

girer ve anal kanal ile lirogenital yapinin bazi kisimlarmi olusturur (18).

2.6. Histoloji

Kalin barsak duvar1 dort tabakadan olusmaktadir: Mukoza, submukoza, muskularis

propriya ve seroza (rektumda perimuskuler doku). Mukoza da epitel, lamina propriya ve

muskularis mukoza olmak tizere {i¢ tabakaya ayrilir.

a)

b)

d)

Tunika mukoza: Mukozal yiizey tek sirali algak kolumnar veya kiiboidal epitelle
doseli olup absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleri icerir. Mukozal yiizeye acilan
Liberkiihn kriptleri de matiir absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleriyle devamlilik
gosterir. Buna ek olarak immatiir ve indiferansiye prekiirsor hiicreler, endokrin
hiicreler ve Paneth hiicreleri de kriptlerin bazalinde bol miktarda bulunur. Absorbtif
hiicreler su ve elektrolitleri absorbe ederken goblet hiicreleri miisin sentez, depo ve
salmimindan sorumludur. Kolon mukozasi ince barsak mukozasindan daha fazla
goblet hiicresi igerir. Immatiir hiicreler diger biitiin epitel hiicrelerinin dnciiliidiir.
Paneth hiicrelerinin ¢ok sayida eozinofilik sekretuar graniilii bulunur ve lizozim,
epidermal biiyime faktorii gibi liriinler i¢erir. Bunlar normalde ¢ekum ve proksimal
sag kolonda bulunurlar. Kolonun endokrin hiicreleri proksimal ve distal kolonda
ozellikle rektumda bulunur. Lamina propriada kollajen lifler, diiz kas demetleri,
sinirler, kapillerler ve lenfatikler arasinda seyrek dagilim gosteren lenfosit, plazma
hiicresi, histiyosit ve mast hiicreleri mevcuttur. Lamina propria germinal merkezleri
olan, boyutlar1 yas ile degisen ve rektumda daha biiylik ayrica sayica daha fazla olma
egiliminde lenfoid nodiiller igerebilir. Muskularis mukoza kapillerler ve lenfatiklerle
saril1 kas ve sinir lifleri igerir.

Tunika submukoza: Lamina proprianin hiicresel icerigine sahip, ndral pleksusu
(Meissner pleksusu) bulunan, gevsek bag dokusundan olusmus bir tabakadir.

Tunika muskularis: icte sirkiiler, dista longitudinal kas tabakalarindan olugsmustur ve
bunlarin arasinda miyenterik Auerbach pleksusu mevcuttur.

Tunika seroza: Tek sirali yassilasmis ya da kiiboidal mezotelyal hiicreler ile doseli
peritondan ve fibroelastik dokudan olusur. Kan damarlar1 ve lenfatikler igerir.
Cekum, appendiks, transvers kolon ve sigmoid kolonu tam olarak sarar. inen kolon,

¢ikan kolon ve rektumun distali ile anal kanal peritonun arkasinda kalir (19).



2.7. Fizyoloji

Kalin barsaklarin baslica gorevi depolama, emilim, tagima ve salgilamadir.
Kolonun genis liimeni, proksimalde ileogekal kapak, distalde anal sfinkterler arasinda
kapali tutularak en onemli islev olan emilim ger¢eklestirilir. Salgilama, kloriir emilimi
karsiliginda az miktarda bikarbonat liimene verilerek ortamin alkali olmasi1 saglanir (pH
8 — 8,4). Potasyum salgilanan mukus ile liimene gecer. Emilim, hergiin yaklasik 600-
1000 ml ileum icerigi kolona gecer. Bunun %90°1 sudur. Ancak diski ile atilan su miktari
180 ml diizeyindedir. Su emiliminin hemen tamami ¢ekum ve ¢ikan kolonda meydana
gelir. Ayrica kolondan sodyum, kloriir, sakkaroz ve laktoz da emilir. Depolama, kalin
barsaklar diski ve bazi gazlar1 depolarlar. Normal digkinin %70°1 su, %30’u ise kati
maddeden olusur. Motilite, kalin barsaklarda itici ve itici olmayan tip olmak iizere iki
farkli hareket goriiliir. itici olmayan hareketlerde haustralarmn sirayla kasilmasiyla kolon
iceriginin karigsmasi ve sivi elektrolit emilimi ve degisimi i¢in mukoza temasi saglanmis
olur. tici tip hareketlerle igerik distale dogru tagmir. Bu tasinma birden fazla haustranin
bir arada kasilmasi, kiitlesel itme ve peristaltik hareketlerle olur. Ender olarak
antiperistaltik hareketler de goriilebilir. Normalde agizdan alinan gida 4,5 saatte ¢ekuma
gelir, 6 saat icinde ¢ikan kolonu doldurur, sag fleksuraya erigir, 12 saatte sol fleksuraya

varir ve yaklasik 20 saatte rektosigmoide ulasir (20).

2.8. Kolon Kanseri

2.8.1. Epidemiyoloji

Kalin barsak tiimorleri gastrointestinal traktin en sik tiimorleridir. Kolorektal
kanser diinyanin her yerinde goriilmekte, en ¢cok da ABD, Kanada, Avustralya, Yeni
Zelanda ve Bat1 Avrupa gibi endiistrilesmis tilkelerde rastlanmaktadir. Kolorektal kanser
goriilme oraninin en diisiik oldugu {ilkeler Afrika ve Asya'daki gelismekte olan
iilkelerdir (1,21). Gelismekte olan iilkelerde ortalama goriilme yas1 50°dir. Kolorektal
kanserler erkeklerde 4. sik goriilen (akciger, prostat, mide) kadinlarda 3. sik goriilen
(meme ve serviks) kanserdir (1).

Hayat boyunca kolorektal kanser gelisme riski yaklasik %6°dir. Erkeklerde
goriilme riski kadnlara gore daha fazladir. Kronik inflamatuar barsak hastaligi genetik
predispozisyonu veya yiiksek riskli iilkelerde yasamiyorsa 40 yasindan once goriilme

thtimali azdir. 50 yasindan sonra goriilme insidansi artmstir (22).



2.8.2. Etiyoloji

Yiiksek kalorili, hayvansal yag ve protein bakimindan zengin ancak bitkisel
icerikten yoksun diyetle beslenen popiilasyonlarda insidansin yiiksek oldugu
gozlenmistir (22,23). Bu diyetin, yiiksek miktarlarda fekal safra asidi olusumuna yol
acmas1 ve reaktif oksijen radikallerinin ortaya ¢ikisin1 hizlandirmasi yani sira bitkisel
liflerin liiminal karsinojenler ile kolon yiizeyi arasindaki temasi ortadan kaldiran ve
pasaji1 hizlandiran etkileri gibi; sebzelerde bulunan folat, antioksidanlar ve detoksifikan
enzimlerin de etkilerinden kisiyi mahrum birakmasi yoluyla karsinojen etkiyi arttirdig:
disiiniilmektedir (22,23). Diyetin sebze igeriginin artmasi yam sira fiziksel aktivite
artis1, kronik nonsteroid antiinflamatuvar ila¢ kullanimi1 ve Ostrojen replasman tedavisi
gibi faktorler de antikarsinojen etki olusturmaktadir (24). Ailevi polipozis hastalarinda
kolorektal karsinom gelisme riski, 50 yas civarinda yaklasik olarak %100 oraninda;
HNPCC sendromunda ise, etkilenen hastanin birinci derece akrabasinda %50 oraninda
artmaktadir (23). Ulseratif kolit hastalarinda kolorektal karsinoma ydnelik belirgin bir
yatkilik dikkati ¢cekmekte, ancak bunlar genelde kiigiik bir grubu olusturmaktadir
(23,24).

2.8.3. Kolorektal karsinomlarin lokalizasyonu, klinik

Kolorektal karsinomlarin yaklagik %350°s1 rektosigmoid bdlgede, %30’u sag
kolonda, %20’si ise sol kolon ve transvers kolonda yerlesim gostermektedir. Sag
kolonda yerlesimli tiimorler ileri yaslarda, bayanlarda sik goériilmektedir (25). Kolon
karsinomlar1 ilk yillarda asemptomatik kalsa da sonraki donemde barsak
aliskanliklarinda degisiklikler, rektal kanama, anemi, nonspesifik karm agrisi gibi
semptomlarla belirti verir. Ilk ve en sik bulgu ise diskilamadaki degismedir (23,25). Sag
taraf yerlesimli tiimorlerde hastalar gizli kanama nedeniyle demir eksikligi anemisi ile
klinige basvururlar ve genelde daha ileri donemlerde belirti verirler. Liimen genis, feces
daha s1vi kivamli ve tiimor siklikla egzofitik biiyiime gdsterdiginden obstriiktif bulgular
nadirdir. Tiimor sol kolonda yerlesmis ise; liimenin darligi, fegcesin sert olmasi, tiimoriin
daha ¢ok aniiler tarzda biiylimesi nedeniyle konstipasyon bulgular1 sik goriiliir (25).
Rektal kanama ikinci siklikta bildirilen yakmmadir. Asikar ya da gizli olabilir. Timor
distale yaklastikca kanama kirmizi olur. Karin agrisi, yemeklerden sonra siskinlik,
hazimsizlik gibi nonspesifik sikayetler akut apandisit, kolesistit veya peptik iilser ile

karstirilabilir. Rektum tiimorlerinde agrili digkilama goriilebilmekle birlikte bu gec



donem bulgusudur. Hastalarin yaklasik %5°1 kemik agrisi, sarilik, patolojik kirik,
norolojik bulgular, tromboflebitler ve deri nodiilleri gibi metastaz bulgular1 ile
basvururlar (26). Hastalarda bu klinik bulgularm ve belirtilerin herhangi birisi
goriildiiglinde rutin fizik muayeneye rektal muayene de eklenmelidir. Rektal muayenede
bu bolgedeki tiimorler degisik sekillerde ele gelebilir. Kalin barsak tliimorlerinin
yarisindan ¢ogu rektosigmoidde yer aldigindan kolonoskopinin tanida Onemli yeri
vardir. Baryumlu kolon grafisi lezyonun barsak i¢indeki durumunu gdésterir. Skir6z veya
aniiler lezyonlarda elma yenigi goriinlimii olusurken, polipoid lezyonlarda liimen iginde
kitle goriiliir. Kalin barsak tiimorlerinde CEA (karsino embriyonik antigen) diizeyleri
%97 oraninda artmustir (27). Kalin barsaginda tiimor rastlanan vakalarda metastaz
acisindan degerlendirilmelidir. Ultrason, akciger grafisi, bilgisayarli tomografi

faydalanilacak yontemlerdir (27).

2.8.4. Kolorektal karsinomlarin makroskopisi

Kolorektal karsinomlarda belirgin intraluminal biiylime ile ekzofitik/fungatif,
belirgin intramural biiyliime ile endofitik/iilseratif, liminal daralma ve kolorektal duvarin
sirkumferansiyel tutulumuyla aniiler ve daha az yaygin olarak diffiiz infiltratif/linitis
plastika paterninde makroskopik biliylime gosterirler. Proksimal kolonda yerlesen
timorler genellikle ekzofitik kitleler olustururken, inen kolonda yerlesen tiimorler
cogunlukla endofitik ve aniiler kitleler olusturur. Makroskopik olarak nekroz alanlar1 ve

musin izlenebilir (22).

2.8.5. Kolorektal karsinomlarin histopatolojik varyantlan

2.8.5.1. Miisinoz adenokarsinom: Timorin %50’den fazlas1 ekstraseluler
musinden olusuyorsa miisinoz adenokarsinom olarak isimlendirilir. Kolorektal
karsinomlarin %15’ini olusturur ve ¢ogunlugu rektumda yerlesir (24). Kolonun diger
yerlerinde bulunan klasik adenokarsinomlara oranla, adenomlarla daha sik birliktelik
gosterir (28). Mikrosatellit instabilite (MSI) orani yiiksek olup, lenf nodu metastaz orani
yiiksektir ve prognozu daha kotiidiir (28).

2.8.5.2. Tash yiiziik hiicreli karsinom: Genellikle geng erigkinleri etkileyen bir
formdur. Makroskopik olarak duvarda diffiiz gelisim paterni ve mikroskopik olarak ¢ok
az veya hi¢ gland olusturmayan gelisim paterni mevcuttur. Tiimor hiicrelerinin %50’den

fazlasinda belirgin intrasitoplazmik miisin bulunur (24). Lenf nodu, peritoneal yiizey,
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over ve nadiren de karacigere metastaz goriiliir. Peritonel yayilim esas yayilma
paternidir ve prognozu oldukga kotiidir (24).

2.8.5.3. Adenoskuaméz karsinom: Bu nadir tiimor ayr1 odaklarda veya karigik
skuamoz hiicreli karsinom veya adenokarsinom alanlarmi igerir. Skuamoz differasyon
kii¢iik odak seklinde izlenmelidir. Kolonun saf skuaméz hucreli karsinomu nadirdir (24).

2.8.5.4. Meduller karsinom: Nadir goriilen bir varyant olup, genellikle kadinlarda
cekum ya da sag kolonda yerlesimlidir. Belirgin intraepitelyal lenfosit infiltrasyonu
mevcut olup, MSIH ile karakterize, prognozu iyidir (29).

2.8.5.5. Andiferansiye karsinom: Nadir timor morfolojik, immunohistokimyasal
ve molekiiler biyolojik kanitlar1 ile epitelyal tiimor diferansiyasyonunu kaybetmistir.
Bazilar1 MSI-H 6zelligi gostermektedir (24).

2.8.5.6. Serrated adenokarsinom: 2001 yilinda serrated adenomlarin
komsulugunda tiimorler izlenmesi ve bunlarin yapisal farkliliklarin saptanmasi ile
serrated adenokarsinomlar saptanmistir. Epitelyal sagaksi yapilar bulunan, berrak ya da
eozinofilik sitoplazmali vezikiiler ¢ekirdekli hiicreler izlenmesi, nekroz olmamasi yada
nekrozun %10°dan az olmasi, miisin iiretimi olmasi ve miisindz timor alanlarinda
papiller rodlar bulunmas: ile taninirlar. Bu tiimorler MSI, BRAF mutasyonu ve GpG
adacik hipermetilasyonuna sahiptirler (30,31).

2.8.5.7. Kribriform komedo-tip adenokarsinom: Meme adenokarsinomlarinda
oldugu gibi genis kribriform glandlarin limeninde nekroz bulunur. Genellikle
mikrosetallit stabildirler (32).

2.8.5.8. Mikropapiller adenokarsinom: Bu nadir varyant vaskiiler kanallara
benzer sekilde, stromada kiigiik tiimor adalarindan olusmaktadir. Meme ve mesane
tiimorlerinde de tammmlanmugtir. Immunohistokimyasal olarak karakteristik MUC1

boyanma paterni gosterirler (33).

2.8.6. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal 6zellikler

Kolorektal karsinomlarin ¢ogunlugunda histokimyasal olarak miisin varlig:
gosterilebilir. Konvansiyonel kolon adenokarsinomunda, miisindz tipteki kolon
karsinomundaki MUC2 miisin varliginin aksine, MUC1 ve MUC3 ekspresyonu
gozlenmektedir (22). Adenomatdz poliplerde ise MUC2 ekspresyonu mevcut olup,
epitelde atipt arttikca MUC2 diizeyinde azalma gozlenir (34). Kolon

adenokarsinomlarinda CEA ile immiinohistokimyasal reaksiyon varligi degismez bir
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bulgu olarak kabul edilir. Keratin 20 pozitifligi ile beraber keratin 7 negatifligi beklenir
(22). Kalretinin, kolorektal adenomlarin kiigiik bir kisminda, 6zellikle andiferansiye
olanlarda eksprese olur. Kolorektal karsinomlarin ¢ogunda, 6zellikle miisindz ve az
diferansiye tiimorlerde daha belirgin olarak hCG (“human chorionic gonadotropin®) ile
reaksiyon %10 olguda PLAP (“placental alkaline phosphatase™) gosterilmistir. Ostrojen
ve progesteron reseptorleri ekspresyonu genellikle izlenmez (22).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2010 histolojik smiflamasi Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Kolorektal tiimorlerin WHO histolojik siniflamas1 2010 (24).

EPITELYAL TUMORLER

BENIGN TUMORLER
Adenom Intraepitelyal Neoplazi | Serrated Lezyonlar | Hamartomlar
o Tiibiiler o Diisiik e Hiperplastik polip o Cowden-iligkili
o Villoz o Yiiksek o Sesil serrated polip
o Tiibiilovilloz adenoma/polip e Juvenil polip
e Traditional serrated | ® Peutz-Jegher
adenom polip
KARSINOMLAR
Adenokarsinomlar | Skuaméz hiicreli ‘ Adenoskuamoz ‘ Ig hiicreli | Andiferansiye
o Miisinoz Noroendokrin Tiimorler
® Tagh yiiziik Néroendokrin Neoplazmlar
hiicreli Noroendokrin Tiimér (NET)
o Serrated L
. . o NET G1(Carcinoid)
o Mikropapillar o NET G2
e Meduller m dokrin Kars:
o Kribriform Noroendokrin ' arsinoma
komedo-tip o Biiyiik hiicreli NEC
o Kiiciik hiicreli NEC
o Mikst adenondroendokrin karsinom
¢ EC hiicre, serotonin iireten neoplazm
o L hiicre, glukagon benzeri peptid ve PP/PYY olusturan NETs
MEZENKIMAL TUMORLER
Benign Tiimorler Malign Tiimoérler
e [ciomyom o [ ciomyosarkom
e Lipom o Anjiosarkom
o GIST o Kaposi Sarkomu
LENFOMALAR
o Diffiiz biiyilik B hiicreli lenfoma
e MALT tipi marjinal zon B hiicreli lenfoma
e Mantle hiicreli lenfoma
o Burkitt lenfoma
o Burkitt” benzeri “atipik Burkitt” lenfoma
o Diger
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2.8.7. Kolorektal karsinomlarda derece ve evre

Adenokarsinomlar mikroskopik olarak glandiiler goriiniimlerine gore iyi, orta, az
diferansiye veya diisiik grade’li (iyi ve orta derecede diferansiye tiimor) ve yiiksek
grade’li (az diferansiye tiimorler) olarak derecelendirilir. Heterojen tlimorlerde
derecelendirme daha az diferansiye alana gore yapilir. Glandiiler yapilarin orani %95’ten
fazla ise 1y1 diferansiye (grade 1), %50-95 ise orta derecede diferansiye (grade 2), %5-50
ise az diferansiye (grade 3), %5’ten az ise andiferansiye karsinom (grade 4) olarak
adlandirilir (24).

Kolorektal karsinomalarda evreleme i¢in ilk olarak 1937 yilinda “Dukes”
tarafindan tarif edilen, rektal karsinomlarda kullanilmak {izere Onerilen sistem
kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Bu sistem, tiimdriin penetrasyon derinligi ile lenf nodu
metastazmin varligi ya da yokluguna dayali olup, prognoz ile direkt iliskili oldugu i¢in
halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Daha sonra 1954 yilinda “Astler ve Coller”

tarafindan farkli bir evreleme sistemi onerilmistir (22,24) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.2. “Dukes” evrelemesi.

Evre A Tiimér kolon duvarmda sinirli, muskularis propriayi asmamis

Tiimér tiim kolon duvarim tutup muskularis propriay1 agmis, kolonda serozayz,

Evre B rektumda perirektal dokuyu invaze etmistir. Lenf nodu tutulumu yok

Evre C Lenf nodunda metastaz mevcut

Cizelge 2.3. Astler-Coller evrelemesi.

Evre A Timor mukozada smirh

Evre B1 Timor submukozaya sinirly, lenf nodu tutulumu yok

Evre B2 Timor kas tabakasina sinirli, lenf nodu tutulumu yok

Evre C1 Timor barsak duvarint agmadigi halde lenf nodu tutulumu mevcut

Evre C2 Tiimor barsak duvarini asmis ve lenf nodu tutulumu mevcut

EvreD Uzak metastaz mevcut

13



TNM Evrelemesi (AJCC/UICC) (24)

T: Primer tiimor
TX Primer tiimor degerlendirilemedi

TO Primer tlimor yok
Tis Karsinoma insitu
T1 Tiimér lamina propria, muskularis mukoza veya submukozaya invaze

Tla  Timor lamina propria veya muskularis mukozaya invaze
Tib  Timor submukozaya invaze

T2 Timor muskularis propriaya invaze

T3 Timor subseroza ya da nonperitonealize perikolik/perirektal dokuya invaze

T4 Timor komsu organ ya da yapilara invazyon gostermekte ve/veya visseral peritonu
perfore etmektedir

N: Bolgesel lenf bezleri M: Uzak metastaz

NX  Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi | MX Uzak metastaz degerlendirilemiyor

NO Lenf nodu metastazi yok MO Uzak metastaz yok

N1 1-3 lenf nodu tutulumu mevcut M1 Uzak metastaz mevcut

N2 4 veya daha fazla lenf bezi tutulumu
mevcut

Cizelge 2.4. TNM evrelemesi (24).

Evre 0 Tis NO MO
Evrel T1,T2 NO MO
Evre ITA T3 NO MO
Evre Il B T4 NO MO
Evre III A Herhangi bir T N1 MO
EvreIlI B Herhangi bir T N2 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Ml

2.8.8. Molekiiler ve genetik ozellikler

Kolonun ailevi karsinomlarmin saptanmasi, bu tiimorler ile iliskili genetik
degisikliklerin bulunmasma yol a¢cmistir. Bunlarin en Onemlileri arasinda APC
(adenomatosis polyposis coli geni), MMR (mismatch repair) genleri, p53, K-ras (rat
sarcoma) ve DCC (“deleted in colonic carcinoma”) sayilabilir (22,24,30). Tim
kolorektal kanserlerin ayn1 genetik yolu izlemedikleri, bir kisminda énemli bir alternatif
yol olarak DNA’da MSI’ye (mikrosatellit instabilite) yol acan MMR bozukluklari
olusturduklar1 bilinmektedir (22).

Kolorektal karsinom patogenezinde 6nemli rol oynayan bir diger molekiil grubu
ise E-kadherin ve kateninlerdir. Bunlardan B-katenin, APC iligkili bir protein olup,
reglilasyonunda adenom-karsinom sekanst boyunca tiim basamaklarda bozukluk
goriilmektedir (22). Molekiiler teknikler ile kolorektal karsinomlarmn ¢ogunda p53

mutasyonlar1 tespit edilmistir. Timdrlerin yaklasik yarisinda yerlesim yeri,
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diferansiyasyon ve DNA ploidisinden bagimsiz olarak p53 ile pozitif reaksiyon izlenmis,
transisyonel mukozada reaksiyon izlenmemistir (22,30).

Kolorektal adenokarsinomlarin biiyiik bir kisminda ‘von Hippel-Lindau’ geni
delesyonu bulunmus, ayrica adenokarsinomlarin %90’inda c-myc (myelocytomatosis
viral oncogene homolog) onkogeninin ekspresyonunda artis tespit edilmistir (22).

Ras onkogeni mutasyonlar1 kolorektal karsinomlarin genellikle metastatik
olanlarini da iceren kiiciik bir grubunda gozlenmistir ve bu genin ekspresyonunun erken

kanser morfogenezini etkiledigi diistiniilmiistiir (22).

2.8.9. Yayilm ve metastaz

Kolon karsinomunun en sik metastaz yaptigi bolgeler bolgesel lenf nodlar1 ve
karacigerdir. Karacigere metastaz ve damar invazyonu izlenen olgularda lenf nodu
metastazt da gozlenmektedir. Bu nedenle rezeksiyon materyali {izerinde lenf nodu
taramasi ayrintili olmalidir. Nispeten sik metastaz goriilen diger alanlar periton, akciger
ve overlerdir. Merkezi sinir sistemi, kemik, testisler, uterus ve oral kaviteye metastaz
daha nadirdir (22,25).

Kolorektal karsinomun kiiratif rezeksiyon sonrast 5 yillik sagkalimi, biiyiik
serilerle yapilan caligmalarda %40-60 arasinda bulunmustur. Kaybedilen olgularin

%90’1nda lokal rekiirens ve/veya bolgesel lenf nodu metastazi bulunmustur (30).

2.8.10. Tedavi

Kolorektal karsinomun standart tedavisi cerrahi eksizyon olup, cerrahinin tipi
tiimoriin yerlesimine gore degisir. Cekum ya da ¢ikan kolon yerlesimli bir timér i¢in
tercth edilen yOntem ileokolektomidir. Pelviste periton doénemecinin (Douglas
boslugunun alt wucu) altindaki tiimorlerde kullanilan yontem abdominoperineal
rezeksiyon, kolonun diger lokalizasyonundaki tiimdrlerde tercih edilen yaklasim anterior
rezeksiyondur. Operasyon sirasinda kesi alanma implante tiimor hiicreleri sebebiyle
anastomoz hattinda lokal rekiirensler gorilebilir. Kolorektal karsinomun bilinen
rezektabilitesi %92, operasyon mortalitesi %2 dir. Karaciger ve diger organlarda izlenen
izole -bazi durumlarda birden ¢ok da olabilen- uzak metastazlar, cerrahi eksizyondan

fayda gorebilir (22).
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2.8.11. Kolorektal karsinomlarda prognostik faktorler

Prognoz, asagida siralanan klinik ve patolojik parametrelerle iliskilidir:
Cok yash ve ¢ok genc hastalarda prognoz daha kotidiir.
Kadilar erkeklere gore daha iyi bir prognoza sahiptir (24).
Kolorektal karsinomlar multifokal olabilirler. Kalin barsakta senkron veya metakron
malignite bulunan hastalarin beklenen yasam siireleri soliter kolorektal karsinomlu
hastalara benzerdir (35).
Polipte insidental olarak gozlenen, siklikla mukoza ve submukoza arasinda smirl
mikroskopik karsinom odagmin prognozu mitkkemmeldir (35).
Timor boyutu ve prognoz arasinda belirgin bir iliski olmasmma ragmen bunun
giivenilir bir belirleyici olmadigina dair kanitlar vardir. Ayn1 sekilde tiimoriin boyutu
ve lenf nodu metastazlarinin siklig1 arasindaki iliski zayiftir (36).
Obstriiksiyon ve perforasyon varligi kotii prognoz ile iliskilidir (36). Perfore
timorler T4 olarak kabul edilir. Bu nedenle perforasyonun saptanmasi ve
gosterilmesi Onem tasir (24).
Timorin derin invazyonu ozellikle seroza yiizeyinin tutulumu, infiltratif biiyiime
paterni ve tiimordeki tomurcuklanmalar kotii prognozla iliskilidir (24).
Karsinomun itici sinirlara sahip olmasi ve peritiimoral ve timor alami i¢indeki
lenfositlerin varligi prognozu olumlu etkiler (24).
Serozal yayilim ve bolgesel lenf nodu metastazi kotii prognoz ile iligkilidir (36).
Venoz invazyon varliginda hastaliksiz yasam siiresi en az 5 yil olmak tizere belirgin
derecede azalir. Ozellikle muskularis proprianin disinda yer alan damlarda tiimor
bulunmasinin daha da giiclii bir prognostik faktér oldugu one siiriilmektedir (24).
Perindral invazyon genellikle ilerlemis hastaligin isaretidir (37).
Tiimoriin tomurcuklanarak biiyiimesi 6nemli prognostik faktordiir (24).
Miisindz, tagh yiiziik hiicreli ve anaplastik tipin prognozu koétiidiir (38).
Perikolik ve perirektal yag dokusunda diizensiz tiimor depozitleri prognozun kotii
olmasu ile iligkili saptanmistir (36).
Neovaskularizasyon, tiimor biliylimesinde kritik bir rol oynar ve artis1 koti
prognostik faktor olarak yorumlanir. Cok sayidaki bagimsiz caligmada, timor
anjiogenezisinin rekurrensi onceden bildirdigi ve kolorektal karsinomda beklenen

yasam siiresini kisalttig1 bildirilmistir (39).
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* Timor lenf nodlarma yayildiginda 5 yillik sagkalim orami belirgin bir azalma
gosterir. Tutulan lenf nodu sayismnin fazla olmasi, bunlarin tiimér apikalinde ve
mezenter damar koklerinde olmasi ve perikapsiiler yayilim icermesi kotii prognoz
gostergesidir. Immunohistokimyasal ya da molekiiler tekniklerle saptanan
mikrometastazlar da  tartismali  olmakla  birlikte, kotii  prognoz  ile
iligkilendirilmektedir (40)

« MSI-H yoklugunda tagh yiiziik hiicreli karsinom ve adenokarsinom ile
adenoskuamoz karsinom ve kii¢iik hiicreli karsinom kotii prognozla iliskilidir (24).

* Kolorektal karsinomlarda en 6nemli prognostik faktor evrelemedir (24).

* Kisa longutidiinal cerrahi rezeksiyon sinir1 (n:2-5 cm) kotii prognozla iliskilidir.

* Kolorektal karsinomlarda kromozom 18q allelinin kayb: oldukca giiglii bir negatif
prognostik faktordiir. Evre III kolon karsinomu i¢in mikrosatellit instabilitesi
bulunan tiimorlerde 18q allelinin tutulmasi, adjuvan kemoterapi sonrasi olumlu

sonuca isaret eder (41).

2.9. Kolorektal Adenomatoz Polipler

Gastrointestinal ~ sistemde goriilen polipler icerisinde anormal mukoza
matiirasyonu, inflamasyon veya yapisal bozukluk sonucu olusan gruba nonneoplastik
polipler adi verilir; bu poliplerin malignite potansiyeli tasimadiklar1 diisiiniiliir.
Hiperplastik polipler en tipik 6rnekleridir. Epitelyal polipler, proliferasyon ve displazi
icerdiklerinde adenomatdz polip veya adenom adini alir. Bunlar gercek neoplastik
lezyonlar olup, karsinom prekiirsorii olarak kabul edilirler (22,42).

Adenomlar (adenomatdz polipler) intraepitelyal neoplazmlardir. Cesitli
biiytikliikte, sapli veya sesil olmak {izere genis bir morfolojik yelpaze icinde
goriilebilirler. Kolon adenomlarmin siklig1 40 yasindan 6nce %20-30 civarinda olup, 60
yastan sonra siklig1 artarak %40-50’ye ulasir. Kadin ve erkekte esit olarak goriliir.
Sporadik adenom gelisiminde ailevi bir egilim goriiliir (22). Adenomatdz polipler,
epitelin yapilanmasina gore tiibiiler, villoz ve tiibiilovilloz adenomlar olarak {i¢ alt tipe
ayrilirlar. Bu kategoriler arasinda belirgin bir Ortiisme oldugundan bir adenomun
%75'den fazlasini tiibiiler yapilanma olusturuyor ise tiibiiler adenom, %50'den fazlasini
villoz yapilanma olusturuyor ise villoz adenom, %25-50 arasinda villoz yapilanma var
ise tiibiilovilloz adenom adi1 verilmektedir. Adenomatoz polipler arasinda en sik goriileni

tiibiiler adenomlardir. Geriye kalan %5-10 olguyu tiibilovilloz ve %1'in1 villoz
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adenomlar olusturmaktadir (22,23). Bir adenomat6z polibin malignite riski birbirinden
bagimsiz ii¢ 6zellik ile korelasyon gdsterir. Bunlar polip capi, histolojik yap1 ve epitelde
displazi derecesidir. Cap1 1 cm'den kiiciik olan tiibiiler adenomlarda malignite nadir
gortiliirken, 4 cm’den biiyiik, sesil villoz adenomlarda agir displazi genellikle villoz
alanlarda izlenir malignite riski yiiksektir (yaklasik %40). Bununla birlikte herhangi bir
adenomda tiim displazi dereceleri ve hatta invaziv karsinom mevcut olabilir; dolayisiyla

polibin klinik 6neminin makroskopik olarak belirlenmesi miimkiin degildir (24,25).

Biitiin adenomlar yiizeyden kabarik lezyonlar degildir. Bazilar1 diiz (“flat”) veya ¢okiik

(“depressed”) lezyonlardir ve sadece histopatolojik inceleme ile taninabilirler. Bunlara

mikroskobik adenomlar da denir (22,43). Bir adenomdaki malign degisimin klinik 6nemi

asagidaki durumlara baghdir (22,23).

* Yiiksek grade'li displazi (karsinoma in situ) varligi durumunda heniiz metastaz
yapma kapasitesi bulunmaz ve klinik olarak benign bir lezyon olarak kabul edilir.

* Lamina propria’y1 invaze eden intramukozal karsinomlarin metastaz potansiyelinin
olmadig1 veya minimal oldugu kabul edilir.

« Eger lezyon submukozal alana gecerse, invaziv adenokarsinom olusur. Invaziv
adenokarsinom, metastaz kapasitesi olan malign bir tiimdrdiir. Bununla birlikte eger
adenokarsinom yiizeyel, sap cerrahi smirinda lezyon yok, kan ve lenf damari
invazyonu izlenmiyor ve karsinom iyi veya orta derecede diferansiye ise, yeterli
eksizyon saglanmis kabul edilir.

* Sesil bir polipten invaziv adenokarsinom gelismis ise, polipektomi yeterli
rezeksiyonu saglayamayabilir. Pedinkiillii ve sesil adenomlarin tek yeterli tedavisi
lezyonun tam c¢ikarilmasidir. Eger hastada adenomatdz epitel kalirsa, premalign

lezyon varlig1 sebebiyle karsinom gelisebilir (22,23).

2.9.1. Tiibiiler adenom

Kolorektal epitelyal polipler iginde ¢ogunlugu tiibiiler adenomlar olusturur (22).
Tiibiiler adenomlarin cogu (%90) kolonda bulunur, ancak mide ve 6zellikle ampulla
vateri c¢evresinde olmak Tlzere intestinal yerlesimli de olabilirler (43). Cogu polip
asemptomatik olmakla birlikte, digkilama aliskanliginda degisiklik, intususepsiyon ve
kanama bulgusu gosterebilir. Bu sebeple anemi ve gizli kanama nedenleri arastirilmasi
sirasinda rastlanmalar1 sik goriilen bir durumdur. Cogu kiiciik ve pedinkiilliidiir; diiz ya

da c¢okiik formlar1 da goriilebilir (22,25). Biiyiikliikleri 2,5 cm ¢apini nadiren agar. Sap,
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fibromiiskiiler doku ve belirgin kan damarlarindan olusur ve submukozadan gelisir.
Adenomatdz epitel sap kisminda da olabilir ve sap ¢evresindeki mukozaya da yayilabilir.
Hepsi displastik epitel igerir (22). Mikroskopik olarak hiicreler kalabalik, genis ve
genellikle hiperkromatik niikleusludur ve mitoz sayisinda artis vardir. Nadiren atipik
mitoz goriilebilir. Miisin yapimi1 oldukca degisken olmakla birlikte genellikle azalmistir.
Akim sitometrisi ile hastalarin %35’inde andploidi varligi tespit edilebilir. Olgularin az
bir kisminda p53 ekspresyonunda artis gosterilmis olmakla birlikte neredeyse
tamaminda bcl-2 immiinreaktivitesi mevcuttur (22). Displazinin derecesi; hastanin yasi,
polip sayis1 ve villoz komponentin miktar1 arttikga artmaktadir. Displazi, hafif, orta ve
agir olarak kabaca {i¢ grupta siniflandirilabilir. Psédoinvazyon, polip sapmnin tekrarlayan
torsiyonunun sorumlu tutuldugu 6nemli bir durumdur (22). Kolonik karsinojenlerle
olusturulan deneysel hayvan modellerinde ‘aberan kript’ adi verilen ve mikroskopik
displazi odaklar1 iceren genislemis, hiperplastik glandlardan olusan alanlar izlenmistir.
Insanlarda karsinom tespit edilen kolonlarda bu alanlar normal kolonlara gére daha fazla
bulunur. Aberan kript, karsinom gelisiminde olas1 prekiirsor bir lezyon olarak
degerlendirilebilir (44). Tiibiiler adenom ve tiibiilovilloz adenomun tedavisi eksizyon ve

sonrasinda endoskopi ile takiptir (22).

2.9.2. Villoz adenom

Daha az goriilen villoz adenom, genellikle yaslilarda rektum veya rektosigmoid
yerlesimli, tek ve biiyiik bir kitle seklinde izlenir (22). Diger polip tiplerine gore daha sik
semptom verirler. Genellikle belirgin rektal kanama, daha nadir olarak da
hipoproteinemi ve hipokalemi ile saptanirlar (25). Genis bir tabana oturan papiller villoz
uzantilar1 vardir. Lezyonlari %10’ undan az1 bir pedinkiile sahiptir. Genelde mukozadan
1-3cm kabariklik gosterirler, bazen ¢aplar1 10 cm’yi asabilir. Mikroskopik olarak uzun,
tac veya egrelti otu yapragi benzeri papiller ¢ikintilar izlenir (22,25). Villoz adenomlarda
displazi derecelerinin hepsi goriilebilir, ¢ogu zaman igerisinde %29-70 oraninda malign
transformasyon gdsterir. Invaziv karsinom gelistiginde, genellikle saplar1 olmadig1 i¢in
siklikla kolon duvarma submukoza ve daha derin tabakalara invazyon gozlenir (42).

Karsinom mevcut degilse tedavisi total eksizyondur (22).

2.9.3. Tiibiilovilloz adenom
Adenomatdz polibin tiibiiler ya da villoz komponentinin toplam alanm %25-50’sin1

olusturmasi durumunda tiibiilovilloz adenom adi verilir. Izlenen adenomatdz poliplerin
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%35-10"u tiibiilovillozdiir. Goriilme sikligi, capi, displazi derecesi, sapli veya sapsiz olusu
gibi dzellikleri tiibiiler ve villdz lezyonlar arasindadir. In situ veya invaziv karsinom

gelisme riski, villoz komponentin orani ile korelasyon gosterir (22).

2.10. Kolorektal Karsinogenez

2.10.1. Adenom - karsinom sekansi

Glinlimiizde kolon kanseri gelisiminde patogenetik olarak farkli ii¢ yolak
tanimlanmistir. Her {ic yolakta rol oynayan genler ve mutasyonlarin olusum
mekanizmalar1 farkli olsa da benzer sekilde, asamalar halinde mutasyonlar olusarak
etkileri birikir (45).

2.10.1.1. Kromozomal instabilite yolagi: Kolorektal karsinom patogenezinde
sorumlu genomik instabiliteden yaklasik %75-80’inde kromozomal instabilite yolag:
gortiliir. Bu yolakta bir seri onkogen ve tiimdr baskilayici gende mutasyon birikimi
olusur (41). Baslangicta kolonda, bolgesel epitel proliferasyon bulunur. Bunu kiigiik
adenomatoz polip gelisimi takip eder, zamanla boyut ve displazi artar ve sonunda
invaziv kanser ortaya c¢ikar. Genetik degisiklikler, bu morfolojik yolak ile asagida
belirtildigi gibi bir iligki gosterirler:

(a) APC geni kaybi1: APC geni 5q21'de haritalanmistir ve adenom olusumunun en
erken olay1 olduguna inanilir. Bu tiimor baskilayic1 gen, hiicre gocii ile adezyonunu
kontrol eden bir proteini kodlar. Ayni zamanda B-katenin diizeyini kontrol eden bir bek¢i
(“gatekeeper”) proteini olarak da rol oynar. Bu sinyal yolagi normal kolon epitelinin
gelisimi ve kolorektal karsinom olusumunda etkilidir. Kolorektal karsinomlarin %80'den
fazlasinda iaktif APC, APC mutasyonunun olmadigi kanserlerin %50'sinde ise B-
katenin mutasyonlar1 vardir. Eger B-katenin, hiicre nukleusuna gegerse bir transkripsiyon
faktorii olarak rol oynar ve bazi durumlarda hiicre adezyonuna katilir. Bu gorevi
sirasinda GSK-3- B (“glycogen synthase kinase”) ve APC'y1 de igeren bir kompleks, -
kateninin bozulmasina yol agar. APC mutasyonunda sitoplazmada B-katenin birikir ve
nukleusa gecerek bir transkripsiyon faktorii ailesine baglanir. Aktive edilen genlerin
MMP-7, c-myc ve cyclin-D1 gibi hiicre proliferasyonunu ve apopitozu diizenleyen
genler oldugu diistiniilmektedir (41).

(b) K-ras mutasyonu: K-ras geni kolon kanserleri ve adenomlarinda en sik

goriilen aktif onkogendir ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynar. Mutasyonu 1 cm'den
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daha kii¢iik capli adenomlarn %10'undan azinda, 1 cm'den biiylik adenomlarin ve
karsinomlarin yaklasik %50'sinde goriiliir (46).

(c) SMAD'larin kaybi: Kolon kanserlerinde ortak bir 6zellik de SMAD2 ve 4’i
de kodlayan (TGF- B sinyalinde gorevli) 18q21'de allel kaybidir. SMAD4'in eksikligi
gastrointestinal kanalda tiimor sikligini arttirir (24).

(d) p53 kaybi: Kolon kanserlerinde ge¢ donemde %70-80 oraninda p53 geninde
kayip bulunmustur. Bu durum adenomlarda ¢ok nadirdir (47).

(e) BRAF mutasyonu: K-ras mutasyonu igcermeyen kolorektal kanser olgularinin
yaklasik %14’linde ve sporadik MSI gdsteren olgularin hemen tiimiinde BRAF geninde
aktive edici mutasyonlar saptanmistir (48). BRAF geni (7q34)18 ekzon icermekte olup,
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolaginda RAS/RAF/MEK/ERK sinyal iletiminde
KRAS’1n primer efektor proteini olarak rol almaktadir.

2.10.1.2. Mikrosatellit instabilite yolagi: Kolorektal tiimoregenezde ikinci yolak,
DNA MMR genlerinde olusan bozukluklar ile dikkati c¢eker. Kolorektal karsinomlu
olgularm %15-17’sinde mikrosatellit instabilite yolagi sorumludur. HNPCC
sendromundan gelisen tiimorlerin hemen tamaminda ve sporadik kolorektal kanserli
olgularin %10-15’inde MSI yolag1 goriilir. DNA MMR genlerindeki inaktivasyon
sonucu ortaya ¢tkan DNA onarmmindaki bozukluklar temel 6zelliktir. Genlerin herhangi
birindeki kalitsal mutasyonlar DNA onarimi etkiler (48). insandaki bu MMR genleri,
hMSH2, hMLH1, MSH6, hPMSI] ve hPMS2’dir. Mutasyonlarin %90’1 hMSH2 ve
hMLHI'de olur. MSI gosteren tiimorler sergiledikleri hata diizeyine gore, diisiik ve
yiiksek diizeyde kararsiz (sirastyla MSI-L, MSIH) olarak smiflandirilmaktadir (48).

Mikrosatellitler insan genomunda tekrarlayan sekans fragmanlaridir ve DNA
replikasyonu sirasinda yanlis dizilme egilimleri vardir. Bazi mikrosatellit sekanslar
genlerin kodlanmig boliimlerinde veya hiicre ¢ogalmasini diizenleyen genlerin promoter
bolgelerinde bulunur. MMR bozuldugunda hem bu genlerde hem de ¢ogalmay1
diizenleyen diger genlerde mutasyon birikir ve hepsi topluca kolorektal karsinomun
ortaya ¢ikmasi saglar. MMR genlerinde homozigot kayip oldugunda, mutasyon orani
normalden 1000 kat daha fazla gozlenir (48).

2.10.1.3. CpG adacik metilasyon fenotipi. DNA metilasyonu, bir guanin bazina
gore 5° konumunda sitozin bazlarmin 5 karbon (C5) konumuna bir metil grubunun
kovalent bagla baglanmasi anlamina gelir. Bu, DNA kodunu degistirmese de ve DNA

molekiiliinde cok kiiciik bir kimyasal modifikasyon olsa da, diizenleme agisindan
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sonuglar1 cok 6nemli olabilir. Olagandis1 DNA metilasyonu ¢esitli kanserlerle yakindan
iliskilidir. Insan kanserinde iki anormal DNA metilasyonu vardir: 5- metil-sitozinin
tiimden kayb1 (genel hipometilasyon) ve gen promotoriiyle iligkili (CpG adasina 6zgii)
hipermetilleme (24,49). Gen promotorleri hipermetillendiklerinde gen ifadesinden
sorumlu faktorlere baglanamazlar. Boylece gen etkin olmayan bir hale gelir. Cok sayida
gen igeren DNA metillemesi lizerine yapilan ¢alismalar, bazi kanser tiplerinde kanserle
iligkili gen gruplarmin eszamanli olarak metillendigi goriilmektedir; bu, CpG adasi
metilleyicisi (CIMP) fenotipi olarak bilinen bir olgudur(49). CIMP li tiimorler genellikle
MLH1 mismatch geninin metilasyonundan dolayr MSI-H’dirlar. Ancak CIMP

karsinomlarin %50’den fazlasi mikrosatellit—stabildirler.

2.11. Kok Hiicreler

Organizmay1 olusturan hiicreler cogalma, béliinme ve biiylime 6zellikleri agisindan
birbirlerinden farklhiliklar gdstermektedirler. Ileri farklanma gdsteren eritrositler ve sinir
hiicrelerinin boliinmedikleri kabul edilir ve bu hiicreler post mitotik hiicreler olarak
tanimlanir. Kok hiicreler, kendi-kendilerini yenileme ve belirli organa veya dokuya 6zel
karakteristikleri olan, olgun hiicreye farklilagsan hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Kok
hiicreleri; embriyonik kok hiicreleri (EKH), germinal kok hiicreleri(GKH) ve somatik
kok hiicreleri (SKH) olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilir (50).

a) EKH: Blastosistin i¢ hiicre tabakasi EKH’ni olusturur. EKH totipotentdirler, yani
yetigskin organizmadaki herhangi bir hiicre tipini olusturma kabiliyeti vardir.
Glinlimiizdeki EKH arastirmalari, daha ¢ok doku transplantasyonu ve tamirinde
kullanilmak tizere doku ve organ olusumuna odaklanmistir.

b) GKH: Embriyonun germinal tabakasindan olusmaktadirlar ve farklilasarak belli
organi olustururlar.

¢) SKH: Somatik veya yetiskin dokuya-6zgii kok hiicreler: EKH gibi totipotent
degildirler, kendilerini yenileme kapasiteleri vardir ve belli organ veya dokudaki tiim
hiicrelere farklilagabilirler. SKH; intestinal sistemi de igerecek bicimde bir¢ok farkl
organda belirlenmistir. Bu kok hiicreler hayat boyunca dokunun sinirlari iginde
dokunun yenilenmesini ve devamini saglarlar. Bu hiicreler normal dokunun
dengesini (“homeostasis”), tamirini, yaralanmadan sonra iyilesmesini saglarlar ve

cevresel strese karsi sorumludurlar. Ozellikle gastrointestinal epitel hiicreleri gibi
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yasam siiresi kisa olan ve hizla yenilenme gereksinimi olan hiicreler SKH

havuzlarinda yenilenirler (50).

2.11.1. Sindirim sistemi epitel kok hiicresi: Organizmanin yasami boyunca kok
hiicrelerden koken alan farklilagmamis epitel hiicreleri sindirim sisteminde hizli hiicre
yenilenmesini saglarlar. Epitel hiicre yenilenmesi; epitel ve bag dokusu arasindaki
hiicre-hiicre ve hiicre-hiicredis1 matriks etkilesiminin siki1 bir kontrolii altindadir.
Ozellikle kok hiicre etrafindaki mikrogevre "niche" bu kontrolde ¢ok &nemlidir ve
sindirim sisteminde goriilen birgok hastalik ve kanser gelisiminde Onemli rol
oynamaktadir. Sindirim sistemi epitelinin yenilenmesinde rol oynayan énemli faktorler:
Wnt/T-hiicre faktorii-katenin (TCF/beta-catenin), Notch, Sonic hedgehog (Shh)/kemik
morfogenik protein (bone morphogenetic protein-BMP) sinyal yolaklaridir (6).

Musashi 1 (MSI-1) ilk tamimlanan kolon kok hiicresidir. ilk olarak drosophilada
sensory organ prekiirsoriiniin asimetrik boliinmesi esnasinda bulunmustur. MSI-1

memelilerde ayrica sinir sistemi gelisim asamalarinda da etkili oldugu bulunmustur (6,7).

2.12. Kanser Kok Hiicreleri (KKH)

Alman patolog Rudolf Virchow ilk olarak 1855 yilinda kanser kok hiicre hipotezini
ortaya atmistir. Daha sonra Lapidot 1994 yilinda akut myeloid 16semi hiicrelerinde kok
hiicreleri gostermistir. Bu kesiften sonra kanser kok hiicreleri solid tiimorlerde de
arastirilmaya baglanmistir. O’Brien ve Vitiani 2007 yilinda kolon kanser kok hiicrelerini
bulmusglardir. Kanser kok hiicre teorisine gore, bunlar kanser hiicrelerinin kendi-
kendilerini yenileme (“self-renewal”) ve farklilasma 6zelligi olan alt gruplaridir. Yalniz
bu iki 6zellige sahip hiicreler “Kanser Kok Hiicresi” (KKH) olarak adlandirilir. Kanser
kok hiicresi “kanseri baslatan hiicre” olarak da adlandirilmaktadir. Son zamanlarda
kolon kanserine ek olarak da kan, meme, beyin, dalak, bas ve boyun, deri ve over
kanserlerinde KKH’lerin oldugu bildirilmistir(4).

Dokuya 6zgii hiicre ylizey belirtecleri kullanilarak kanser tipine 6zgii kanser kok
hiicrelerini belirlemek miimkiindiir. Ornegin kolon kanserinde ESA, CD44, CD166 ve
CD133’lin kanser kok hiicre belirtegleri oldugu saptanmistir (3,6,7). O’Brien ve
arkadaslari ilk olarak immun yetmezlikli farelerin bobrek kapsiillerinde insanlarda kolon

kanserini baglatan ve devam ettiren CD133 pozitif hiicreleri bulmuslardir. Deneysel
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calismalarda immun yetmezlikli farelere CD 133 pozitif kok hiicre enjeksiyonu sonrasi
kolon kanserinin gelistigi izlenmistir.

Kanserle ilgili birgok sinyal ileti sistemi kok hiicrelerinin kendi-kendini yenileme
ve farklilasmasini da diizenlemektedir. Bu sistemlerin igerisinde Wnt, Hedgehog, Shh ve
Notch sinyal ileti sistemi olduk¢a 6nemlidir. Normal ve transforme olmus kok hiicrelerin
kendi-kendilerini yenileme mekanizmalar1 benzer sinyal ileti sistemleri ile fakat farkli
sekilde diizenlenmektedir. Normalde kok hiicrelerinin kendi-kendilerini yenilemesini
diizenleyen sinyal ileti sistemleri, sistemde aksilik oldugunda tiimor olusumuna Onciilitk
de edebilmektedir (4).

Kanser kok hiicresi ile normal kok hiicre arasindaki kendi-kendini yenilemenin
mekanistik farkliliginin kanser tedavisinde kullanilabilecegi, bdylece normal kok
hiicrelere zarar vermeden kanser kok hiicreleri hedef tedavi olarak kullanilabilecegi
vurgulanmustir (4,5).

Son yillarda kanser tedavilerinde dikkati ¢eken ve tedavide yardimci yeni hedef
molekiillerin ortaya ¢ikmasmi saglayan en 6nemli gelismelerden biri embriyonik ve
tiimorojenik yolaklarin birbirleriyle baglantilarinin kesfedilmesidir(8). Buna bagli olarak
kanser kok hiicresi (KKH)’ne bagli olusan direncin ortadan kaldirilarak kanserin tedavi
edilmesini hedefleyen calismalar giderek yogunlasmaktadir. Ozellikle embriyonik
donemden itibaren kok hiicre ve bu hiicrelerdeki Notch yolaginin ortak inhibisyonunun
tanimlanmas1 ve yeni invitro arastirmalarla desteklenmesi kanser tedavisi agisindan

umut vericidir (8).

2.13. Kolon Kanserinde Kok Hiicreler

Yeni tedavi rejimleri gelistirilmesine ragmen kolorektal kanserlerin yaklagik
%50’sinde rekiirrens goriilmektedir. Timor rekiirrensinden sorumlu primer neden
kemoterapiye direncli kanser kok hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir (6,7).

Normal kolonda milyonlarca kript vardir ve her birinde 200 tane hiicre yer alir.
Kriptlerde 3 ana hiicre bulunur; kolumnar hiicreler (kolonositler), goblet hiicreleri
(miisin sekrete eden hiicreler) ve enteroendokrin hiicrelerdir. Dordiincii bir grup olarak
asendan kolonda yer alan Paneth hiicreleri alinabilir. Kolonik kriptleri list ylizeyi
diferansiye hiicrelerden olusurken alt kisminda transit amplifiye hiicreler (TA) vardir.

Kok hiicreler her kriptte 5-10 adet bulunur. Kript tabaninda, bazal lamina ve kok

hiicrelerin ¢evresinde myofibroblast dizisinden olusan mezenkimal hiicreler vardir. Bu
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alanlara nis adi1 verilir. Bu bdlgede epiteli olusturan pluripotent hiicreler kript bazalinde
yerlesir. Kok hiicreler asimetrik hiicre bdliinmesi sonucunda iki tane yavru (daughter)
hiicreye doniisiirler (51). Asimetrik boliinme sonrasi hiicrelerden bir tanesi kendini
yenilerken digeri de terminal diferansiye olmak icin transient amplifiye hiicreye
dontistir. Wnt, BMP, Notch sinyal yolagi, ephrin tip B reseptér ve tirozin kinaz kok
hiicrelerin davranigini, migrasyonunu ve diferansiasyonunu diizenler. Bu bdlgede kript
cevresi yerlesmis myofibroblastlardan biiylime faktorleri ve sitokinler salarak epitelyal
kok hiicre fonksiyonlarmi diizenlerler (51,52). Ayrica myofibroblastlar Wnt sinyalini,
BMP reseptor antagonistlerinden hangisine baglanacak ise gremlinl ve gremlin2’1, bazal
epitelyal kok hiicrelerinde Notch sinyalini aktive ederler. Yapilan ¢aligmalarda Notch
sinyalinin hiicre proliferasyonunda, diferansiasyonunda ve apoptozis gibi 6nemli
hiicresel olaylarda rol aldig1 bilinmektedir. Kolonda kriptlerin orta 1/3’liik kismindaki
proliferatif zonda Notchl ve jaggedl ekspresyonlari saptanmistir. Kolonda Notch2
ekspresyonuna ise rastlanmamistir. Notch temel olarak kok ve progenitdr hiicrelerin

diferansiyasyonunu regule etmektedir (10,51).

‘ Kék hiicre :)l Transien amplifiye hiicre

'
U Enterosit f’? Paneth hiicresi

J Goblet hiicresi ‘ Endokrin hiicre

‘? Notch

Elpek GO

Sekil 2.1. Enterik sistemde kok hiicrelerin hiicresel farklilamasinda Notch etkisi.

2.14. Kok Hiicrelerde Notch Yolag:

Notch sinyalleri hem Drosofila ve C.elegansta, hem de memeli kdk hiicrelerinde

intestinal, deri, hematopoetik ve germinal kok hiicrelerinde saptanmaistir (9).
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Drosofila orta barsaginda (midgut) intestinal kok hiicrelerinde yliksek oranda
Notch yolagini aktive edip enterositlere doniisiimiinii saglayan sinyaller saptamiglardir
(53). Diger bir yandan Notch aktivasyonu kdk hiicre nisinde bulunan hiicre markerlarini
da artirmaktadir.

Hipoksi kok hiicrelerde Notch bagimli olarak olusan ndronal ve myojenik
diferansiasyonu bloke eder. Hipokside Notch’u direkt inhibe eden HES-1ve HEY-2
genlerinin ekspresyonu artar. Notch intraseliiler bodlgeleri (domain) hipoksi ile
indiiklenen faktor 1-a (Hif 1-a) ile direkt iliskidedir (9,53).

Notch sinyali ayrica insanlarda intestinal kriptlerde matur enterositlere diferansiye
olan progenitér hiicre popiilasyonunda da kritik bir role sahiptir. Notch sinyalinin
barsakta hem kaybi hem de overekspresyonu dnemlidir. Gama sekretaz inhibisyonunda
veya Notch kaybinda azalan Notch sinyalleri nedeniyle proliferasyon kaybi ve goblet
hiicrelerine doniisiim artarken; Notch overekspresyonu kriptlerde proliferasyona neden
olur ve goblet hiicrelerine doniisiim azalir (10). Intestinal kriptlerde Notch etkisi Sekil

2.1’de O0zetlenmistir.

2.15. Kanser Kok Hiicrelerinde Notch Yolag:

Kanser kok hiicreleri antijen, molekiil ve sinyal yolaklarindan olusan spesifik kok
hiicre markerlarini icerir. Bu yolaklarin regiilasyonu sonucunda kendi kendini yenileme
ve hiicre kaderinin belirlenmesi gerceklesir (9). Notch yolaginin da aralarinda bulundugu
NF-«B, B lenfoma Mo-MLYV insertion region (Bmi-1), Wnt, Sonik hedgehog yolag1 gibi
yolaklar, transkripsiyon faktorleri ve molekiiller onkogenezis ile iliskilidir (9).

Notch sinyali insanlarda hem kok hiicrelerde, hem de progenitor hiicrelerde
bulunmaktadir. Anormal Notch sinyali karsinogenezde hiicrelerin kendi kendini
yenilemesine ve normal kok hiicrelerin regiilasyonunun bozulmasina neden olur. Notch
sinyali bir¢ok kanser tiiriinde saptanmistir (54). Caligmalar sonucunda Notch sinyalinin
kanser hiicrelerinin biiyiimesi, invazyonu ve metastazinda etkili oldugu bulunmustur.
Bundan yola ¢ikilarak Notch sinyal inaktivasyonunun kanser tedavisinde
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir. Servikal, akciger, kolon, bas boyun tiimorleri, renal
hiicreli karsinom, akut myeloid 16semi, hodgkin lenfoma, biiylik hiicreli lenfoma ve
pankreatik kanser gibi tlimorlerde Notch reseptor ve ligandlarin ekspresyonunun arttigi
bulunmustur. Hepatoseliiler karsinom, deri ve kii¢iik hiicreli akciger karsinomu gibi bazi

tiimorlerde ise Notch sinyalinin tiimdr supresor etkisi oldugu goriilmiistiir (9).
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2.16. Notch

Notch geni ilk olarak 1917 yilinda drosophilada saptanmistir. Ilerleyen zamanlarda
Notch geni memelilerde de bulunmustur. Notch sinyali birgok organin fonksiyonu ve
gelisiminde, hiicre proliferasyonu, sag kalimi, diferansiasyon ve apopitozis gibi
olaylarda 6nemli role sahiptir (55).

Memelilerde 4 adet (Notch 1-4) Notch reseptorii bulunmaktadir. Notch reseptorleri
tek transmembran bir proteindir ve tek bir prekiirsor olarak sentezlenip golgide
membrana transfer olmadan Once furin benzeri proteazlar tarafindan kirpilir. Bu ilk
ayrilma sonucunda ekstraseliiler ve transmembran domainleri olusur. Ekstraseliiler bolge
ve transmembran bdlgeleri noncovalent ve Ca'" ile birbirlerine baglannuslardir (56).
Notch reseptorleri ekstraseliiler kismmimn N-terminal ucunda 29-36 adet epidermal
growth faktor-benzeri (EGFB) ligand baglayan tekrar kisimlar1 vardir. Bu tekrarlar1 3
adet LIN-12 tekrari izler ve bu kisim ligand baglanmasi olmadigi zaman aktivasyonu
onler (55-58). Ik ayrilma LIN-12 tekrarlarindan sonraki 100 rezidu gevresinde
gerceklesir. Boylece ekstraseliiler kisim ayrilir ve ekstraseliiler kismindan transmembran
tarafinda c¢ok kisa sistein rezidiileri geriye kalir (10,56). Transmembran subunitin
intraseliiler kisminda RAM bdlgesi ve bunu izleyen ankyrin/CDC10 tekrarlar1 vardir her
ikisi de niikleusta transkripsiyon faktorlerine baglanir. Ankrin tekrarlarmin her iki
tarafinda da niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) bulunmaktadir. NLS’yi izleyen
kisimda prolin, glutamat, serin ve threonin dizisi (PEST) bulunmaktadir (10,59). Memeli
Notch reseptorleri birbirlerine ¢ok benzemekle birlikte, bazilarmin ekstraseliiller ve
sitoplazmik bolgelerinde farkliliklar bulunmaktadir. Notchl ve Notch2; 36 adet EGFB
tekrar bulundururken Notch3’de 34 adet Notch 4’de ise 29 adet EGFB tekrar
bulunmaktadir (56). Notchl’in transaktivasyon bolgesi daha gii¢lii iken Notch2’ninki
daha zayiftir, Notch 3 ve Notch 4’de transaktivasyon bolgesi bulunmamaktadir (56,57).
Bu o6zellikler kisaca Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Notch ligandlari; DSL ailesine ait tek transmembran proteini seklindedirler.
Drosophilada Delta ve Serrate olmak tizere 2 c¢esit ligand vardir (60). Memelilerde
Serrate homologu olan 2 tane Jaggedl ve Jagged2, Delta homologu olan 3 tane de Delta-
likel, Delta-like3, Delta-like4 ligandi bulunmaktadir. Ligandlarin N-terminal ucunda
reseptor ile baglantry1 saglayan DSL modifleri bulunmaktadir. DSL modiflerini EGFB
tekrarlar1 izler ve bu kisim transmembran bdlgesindedir (60,61). Ligandin sitoplazmik

kismi1 70-215 aminoasit igceren kii¢iik bir kisimdan olusmaktadir. Ligandlarin sayis1 ve
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EGF-like tekrar araliklar1 farkhidir. Jaggedl ve Jagged2’de EGFB tekrarlarin altinda

sisteinden zengin domain bulunur (10,60,62-65).

2.16.1. Notch sinyal yolag:

Notch sinyal yolagi diger yolaklarin aksine enzimatik amplifikasyon basamagi
icermez ve Notch reseptorleri direkt olarak kendisi nukleusa gider ve sinyal iiretimini
baslatir (63).

Notch sinyali komsu hiicrelerin reseptor ligand baglantisinin gergeklesmesi ile
aktive olur. Bu aktivasyon Sekil 2.3’de gosterilmistir. Reseptor ligand baglantis

sonucunda reseptoriin heterodimerik yapist bozulur ve ikinci ayrilma (S2) gergeklesir.

Notch Notch1 N 2 mNotch 3 4 Delta L1 Delta L3 Delta L4
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Sekil 2.2. Notch reseptor ve ligandlari.

Ikinci ayrilma insanlarda ADAM proteaz ailesinin bir {iyesi olan TNF-a konverting
enzim (TACE) tarafindan gerceklesir (60,62). Ikinci ayrilma sonucunda reseptdriin
transmembran subuniti membran kismindan ayrilir. Bu ayrilma transmembran kisminda
gerceklesecek olan iiciincii ayrilmay1 (S3) indiikler. Ugiincii ayrilma presenilin, nicastrin,
Aphl ve Pen2 protein kompleksinin katalizasyonu sonucunda y sekretaz komplesi ile
gergeklesir ve reseptoriin fonksiyonel olan sitoplazmik kismi serbestlesir “Notch
intraseliiler kismi (NICD)”. NCID niikleusa transloke olur ve insanlarda bir

transkripsiyon faktorii olan (CSL) CBF1’e baglanir (60,66,67). Notch sinyal yoklugunda
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bu molekiil korepresor kompleksi ile hedef genlere baglanir ve histon deasetilaz ile
transkripsiyon inhibe edilir (61). y sekrataz aktivitesinin inhibisyonu sonucunda Notch
sinyal yolag1 inhibe olur ve Notch hedef genleri iiretilemez (9,67,68). Histon asetilaz
benzeri, CBP/p300, pCAF, GCN5 ve Mastemind like protein (MAML) NICD’ye
baglanip coaktivatdr gorevi yaparlar ve transkripsiyonu indiiklerler. Sinyal olustuktan
sonra NICD, Sel-10 ve E3 ubiqutin ligaz aracilig ile hizli bir sekilde ubiqutinasyona
ugrayip parcalanir (61,69). Hizli proteozomal etki ile de NICD parcalanabildiginden
Notch sinyali ¢ok kisa siirelidir. Bu yiizden caligmalarda NICD’nin saptanmasi c¢ok
zordur. Bunun yerine hedef genlerden biri olan hes-1 (hairy enhance of split-1) 6l¢iimi
yapilmaktadir (56,69,70,71). Notch’un diger hedef genleri, nuclear factor-kappa B (NF-
kB), siklin D1, siklooksijenaz2 (COX-2), vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF),
matriks metallaproteinaz-9 (MMP-9), ekstraseliiler regulated kinaz (ERK), AKT, P21,
P27, P53 ve c-myc’i igerir (55,72,73,74). Notchl’in p53 iliskili apopitoziste
fosfatidilinozitol 3 kinazi (PI3K) aktive ettigi gosterilmistir. ERBB2 ve NF-xB2; CSL
baglayan bdlgeyi aktive ederek Notchl’i indiikler (75,76). ERBB2 proliferasyonu
indiiklerken NF-kB2 lenfoid organlarin gelisiminde bir¢ok geni indiiklemektedir (61,77).
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Sekil 2.3. Notch reseptoriiniin fonksiyon ve regiilasyonu.
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2.16.2. Notch sinyalinin regulasyonu

Notch reseptorleri EGFB tekrarlarina fukoz, serin ve threonin rezidiilerinin O-
fukozil transferaz enzimi ile eklenmesi sonucunda glikolize olurlar. Glikolizasyon Notch
aktivitesinin regiilasyonunda gereklidir (69,78). Dolayisiyla glikozilasyon, Notch
reseptorlerinin fonksiyon kaybinda veya Notch aktivitesini inhibe eden enzimlerin
overekspresyonunda dnemlidir. Fringe; EGFB O-bagimh fukoz modifikasyonunu yapan
bir diger enzimdir bu 6zellikle ligand baglanmasinda gereklidir (60,67,78).

Notch regiilasyonunu  diizenleyen bir diger mekanizma reseptorlerin
internalizasyonudur ve endositozis ile gerceklesir daha sonrasinda ubiqutinasyon ile de
degredasyon gerceklesir. Ligand endositik vezikiilde posttranslasyonel modifikasyona
ugramaktadir (79). Ligand endositozisi ile aktive reseptorler endozomlarin igine alinir.
Endozomal olaylar Notch reseptorlerinin downregulasyonu ve ligand aktivitesinin
onlenmesi i¢in 6nemlidir (80). Notch sinyaline endositoz etkisi ile iligkili ¢aligmalar
yapilmistir. Bu caligmalarda hem sinyal gonderen, hem de sinyal alan hiicrede
endositozisin sinyal yolagini regule ettigi bulunmustur (67,81).

Bu basamaga etki eden molekiillerden biri de Numb’dir. Bu molekiil ligand
endositozisinde gorevlidir ancak mekanizmasi tam olarak agikliga kavugmamustir.
Numb’m yavru hiicre olusumunda ve hiicre kaderinin belirlenmesinde Notch sinyal
inhibisyonu yaptig1 bilinmektedir (77,82).

Yine Ubiqutin aracili degredasyonun Notch sinyal yolagmi kontrol ettigine dair
bircok kanit vardir. Ubiquitnasyon endoplazmik retikulumda gerceklesir ve hiicre
siklusunun progresyonu, seliiler diferansiasyon, protein transportu, DNA onarimi gibi
bircok seliiler olayda rol almaktadir. Protein ubiqutinasyonu ¢ok basamakli bir olaydir.
IIk olarak serbest ubiqutin, ubiqutin aktive eden enzime (E1) baglanir, daha sonra
ubiqutin konjuge eden enzime (E2) transfer olur, son olarak da spesifik protein substrati
iceren ubiqutin ligaza (E3) transfer olur. E3 ligaz selektif substrat baglayan spesifik bir
fonksiyon gosterir. Ubiqutin siklikla hedef genlerin proteozomlar araciligi ile
degredasyonunu saglarken, ayrica reseptorlerin internalizasyonu, multivezikiiler
cisimciklerle de ilgilidir. Notch reseptoriinii regiile eden birkag¢ farkli E3 ubiqutin ligaz
tanimlanmistir (83).

Notch sinyal regiilasyonunda bir diger onemli nokta da y-sekrataz fonksiyonu
inhibe edilirse, Notch reseptdr ayrilmasi ve sinyal iletimi bloke olur. NICD ayrilmas1

gerceklesmedigi zaman Notch hedef genlerin transkripsiyonu inhibe olur (72).

30



Notch sinyal yolagi seliller olaylardaki bir¢ok sinyal yolagi ile baglantilidir.
Kiiltiire edilmis insan hiicre dizisinde Notch sinyali Ras’in indiikledigi neoplastik
fenotipte yer almaktadir (84). Wnt sinyali de Notch sinyali iizerinde inhibitér etki
gostermektedir (77). Helix-loop-helix proteinlerinden olan hes ve hey genleri Notch

sinyalini azaltan en iyi hedef genlerdir (85).

2.16.3. Notch sinyalinin fonksiyonu

Notch sinyali, Wnt, Hedgehog, Transforming Growth Faktor-B (TGF-B) ve
Reseptor tirozin kinaz/fosfataz gibi bircok yolak ile iliskilidir. Notch sinyalinin, kok
hiicrenin  korunmasida, hiicre kaderinin belirlenmesinde, diferansiasyonunda,
proliferasyonunda 6nemli rolleri vardir (9,61,78).

Notch intestinal morfogenezde ve doku homeostazisin korunmasinda gorevlidir ve
etkisi barsaklarda onemli bir role sahip olan Wnt’ye benzedir. Notch normal barsak
gelisiminde 6nemlidir ve kriptlerde saptanabilir (51,86). Barsaklarda Notch hedef geni
olan hesl ekspresyonuna bagli olarak amplifiye hiicrenin absorbtif epitel mi yoksa
sekretuar hiicre mi olacag: belirlenir. Intestinal sekretuar progenitdr hiicrelerde Notch
ligand ekspresyonu fazla olursa komsu hiicrelerde sinyal aktive olarak sekretuar hiicre
olusumu inhibe olur. Memelilerde lateral inhibisyon heniiz net olarak gosterilememis
olsa da morfolojik ve matematiksel modeller sonucunda kriptlerde goriilen erken
progenitdr hiicrelerin absorbtif ve sekretuar hiicre dizisi olarak ayrildig1 ortaya
cikmaktadir (87,88). Notch sinyal aktivasyonu sonucunda Hes-1’in seviyesi artar ve
ATOH/HATH/MATH1 down regiilasyonu gerceklesir. Atoh goblet hiicre
diferansiasyonunu saglayan bir markerdir. Yine hes-1, intestinal terminal diferansiye
epitel hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen zing finger iceren bir transkripsiyon
faktorii olan KLF4’1 siiprese eder (51,88). Notch sinyali inhibe edildigi zaman ise kript
hiicrelerinin proliferasyonunda durma ve goblet hiicrelerine doniisiim saptanmaistir.

Diger bir yandan Notch ve Wnt hiicrelerin gelisimi ve spesifikasyonu esnasinda
bHLH transkripsiyon faktér ile koordine bir sekilde ¢alisir. Ornegin mathl bHLH nin
aktivatoriidiir ve kolonik goblet, enteroendokrin ve paneth hiicre diferansiasyonuna
katkida bulunur. Notch yolaginda ki transkripsiyon faktér RBPJK/CBF-1 delesyonu
veya gama sekretaz inhibisyonu sonucunda mathl ekspresyonu artar ve prematur kript

hiicreleri goblet hiicrelerine doniisiir (88).
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Kisacas1 Notch ve Wnt sinyal yolagi hem intestinal sistemin normal gelisiminde
hem de tliimorogenezisinde gorev almaktadir. Erken donem intestinal kanser
prekiirsorlerinde Wnt sinyali normal saptanirken Notch sinyalinin arttig1 goriilmiistiir
(89,90).

Son c¢alismalarda Notch sinyalinin kanser progresyonunda, transkripsiyonel
faktorlerin  aktivasyonunda, hiicre yasaminda, hiicre motilitesinde ve timor
anjiogenezisinde de rolleri oldugu bulunmustur. Notch transkripsiyon faktorlerinin
regililasyonu ile kok hiicre fonksiyonlarinin kontrol edilebilecegi boylece kanser kok
hiicrelerinden gelisen tiimdriin baslatilmasini, bliylimesini ve yayilimmin kontrol altina

almabilecegi diistiniilmektedir (9).

2.16.4. Notch sinyali ve anjiogenezis

Anjiogenezis daha dnceden var olan bir damardan yeni damar gelisimidir. Notch
sinyali fizyolojik ve tiimdral anjiogeneziste rol almaktadir. Notch ligand ve reseptorleri
erken embriyogenezis doneminde kritik arterial diferansiasyonda saptanmistir ve Notch
sinyalinin ekspresyonu arterlerde saptanirken vendz sistemde saptanmamistir (70).
Notchl, 2 ve 3 reseptorleri vaskiiler endotelyal hiicrelerde eksprese edilir ve uygun
formasyonda damar gelisimine katkida bulunmaktadirlar. Notch sinyali timor
anjiogenezisinde de diger yolaklar ile birlikte gorevlidir (91). Yeni damar olusumunda
hipoksi ve sonrasinda salinan VEGF bilinen en iyi stimulatordiir. Hipoksi sonucunda
mevcut vaskuler yap1 ekstraseliiler degredasyona ugrayip tomurcuklanma, proliferasyon,
migrasyon ve tiip asamalarindan gecerek yeni damar olusumu gerceklesir (70,92,93).
Notch 1 sinyali 6zellikle tip ve tiip fenotipindeki endotel hiicrelerinde saptanmistir.
Endotel hiicreleri tip formasyonundan tiip formasyonuna VEGF salinimi ile gegerler.
Endotel hiicreleri VEGF situmulasyonu sonrasinda yiiksek oranda D114 ve diisiik oranda
Notch eksprese ederler (93). Notchl ve Notch4 reseptorleri arterial endotelden salinir.
Notch sinyal kaybinda arteriyel bir marker olan ephrin B2 salinimi azalir (92).

Giliniimiizde ¢ogu kanser hastalari metastaz nedeniyle dlmektedir. Aes (Grg5)
endojen olarak metastazlar1 suprese etmektedir. Aes ekspresyonu karaciger metastazi
olan kolon kanserli hastalarda azalmis olarak bulunmustur (94). Bilindigi iizere timor
hiicrelerinde de Notch sinyali anjiogenezisi ve transendotelyal migrasyonu

arttirmaktadir. Masahiro Sonoshita ve arkadaglar1 Aes’in Notch sinyal yolagmi inhibe
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ederek metastazlar1 6nledigini bulmuslardir. Bunu Notch sinyalinde NICD ve Maml1’in

transkripsiyonunu azaltarak yapmaktadir (94,95).

2.16.5. Notch yolagi ve kanser

Notch sinyal yolagi diger birgok sinyal yolagi ile iligkili olarak bir¢ok proteinin
ekspresyonuna neden olur ve diferansiasyon ve proliferasyonu da i¢ine alan degisik
seliiler mekanizmalarda gorev almaktadir. Notch aktivitesi seliiler olaylarda hem timor
supresOr, hem de onkogen olarak etki gostermektedir (96). Notch sinyali renal hiicreli
karsinom, bas boyun skuaméz hiicreli karsinom, endometriyal karsinom gibi bir¢ok
kanser tiiriinde ekspresyonu artar ve onkogen aktivasyon gostermektedir. Diger bir
onkojenik karakteri ise ebstein barr virusuna (EBV) benzemektedir. EBV niikleer
antijen2 NICD’nine benzer sekilde CSL’ye baglanir ve transkripsiyonu arttirir (97).

Hepatopankreatikobiliyer sistem ve gastrointestinal kanserlerde Notch’un rolii

oldugu bilinmektedir (55).

2.16.5.1. Pankreas kanseri

Ekzokrin pankreas hiicrelerinin gelisiminde Notch sinyali gérev almaktadir. Erken
gelisen pankreatik tlimorogeneziste Notch sinyal yolagmin aktive oldugu saptanmustir.
Bu kanserde RAS/MAPK yolagi, EGFR, Notch reseptér ve ligandlarmin
ekspresyonunun arttig1 saptanmistir (59,98). Zhie1 Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada pankreas kanserinde Notch reseptor, ligand ve hedef genlerinin

ekspresyonunun arttig1 saptanmistir (55).

2.16.5.2. Gastrik kanserler

Notchl ozellikle gastrik tiimorlerde normal gastrik mukozaya oranla yiiksek
oranda eksprese edilmektedir. Notchl seviyesi tiimor boyutu, diferansiasyonu, grade’i,
damar invazyonu ile korele bulunmustur. Notchl pozitif hastalarin negatif hastalara gore

yasam siiresi daha azdir (55).

2.16.5.3. Hepatoseliiler karsinom (HCC)

HCC’da Notch sinyal yolag kritik role sahiptir. Notch sinyali HCC de hiicre tipine
bagli olarak hem onkogen hem de tiimér supresor etki gdstermektedir. In vitro ve in vivo
calismalarda Notchl sinyali SMMC7721 dizili HCC hiicrelerinin biiylimesini inhibe

etmektedir. Bunu hiicre siklusunun GO/G1 evresini durdurarak yapar. Notchl sinyali;
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siklinA1, D1, E, CDK2 ve fosforile Rb ekspresyonunu azaltir, SMMC7721 hiicrelerinde
P53 ekspresyonunu arttirarak apopitozisi indiikler. HCC de Notchl ve jagged]l seviyeleri
disiiktiir (55).

2.16.6. Kolonik prekanseroz olaylarda Notch sinyali

Notchl, Notch2, jagged 1 ve jagged 2 normalde proliferatif kriptlerde saptanir ve
villoz enterositlerde bulunmaz. Postmitotik goblet hiicrelerinde ise Notchl ve Notch
2’nin kaybolmasi dikkate degerdir. Yine Notch ile iligkili molekiillerden hesl ince
barsakta prolifere kript kompartmaninda saptanmistir (98). Sporadik kolorektal kanserler
siklikla adenomat6z poliplerden ve inflamatuar barsak hastaliklar1 gibi prekanserdz
durumlardan kaynaklanmaktadir. Bu durumlarda da Notch, ligandlar1 ve bunlar ile
iliskili molekiillerdeki degisikliklerin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir.

Crohn ve iilseratif kolit hastalarinda Notch sinyalinin hedef geni olan hesl
overekspresyonu saptanmistir. Benzer olarak iilseratif kolitte Notch’un goblet hiicre
diferansiasyonunu Onleyerek epitelyal rejenerasyona katkida bulundugu gosterilmistir
(54). Deneysel olarak olusturulmus tilseratif kolitte Notchl ve NICD’nin normal barsaga
gore daha fazla eksprese edildigi bulunmustur (99).

Familyal adenomatoz polipozis kolili hastalarda barsakta Jagged 1’in mRNA’s1
saglikli kisilere gore yliksek orandadir (54).

Notch 1, jagged 1 ve jagged 2 kolon adenomlarinda da eksprese edilmektedir
(54,55). Adenom ve kript hiicrelerinde Wnt ve Notch benzer sekilde eksprese olurlar
(54,98,100). Apc mutant farelerin adenomlarinda hesl overekspresyonu izlenirken, y-
sekretaz inhibitdrlerinin adenomlarda goblet hiicre diferansiasyonu artirarak, adenom
epitelinde proliferasyonu azalttig1 gosterilmistir (54,98,100).

Tiim bu bulgular Notch ligandlar1 ve iligkili molekiillerin karsinogenez ile iligkili

oldugunu gostermektedir.

2.16.7. Kolorektal kanserlerde Notch sinyali

KRK yeni ilaglarin gelismesine ragmen kanser nedenli 6liimlerin 4. sirasinda yer
almaktadir (100).

Insanlarda KRK’de Notch-1 ve hesl ekspresyonu saptanmistir ve Notch 1
ekspresyonu tiimoriin diferansiasyonu ve patolojik grade’i ile de iligkili bulunmustur.
Yapilan ¢aligmalarda tiimoriin grade’i arttikca Notch immunboyanma orani ve siddeti

artmistir (98,101).
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Michael Reedijk ve arkadaslar1 kolorektal kanserlerde Hesl m RNA seviyesini ve
Notch aktivasyonunun hastaligin seyri ile iliskili oldugunu saptamislardir. Diger bir
calismada ise KRK hastalarinda Notch ligandlarindan jaggedl ekspresyonunu
izlenmistir (99). Bu ekspresyonun 6zellikle primer KRK hastalarinda metastatik kolon
KRK hastalarindan daha yiiksek oldugu not edilmistir. Bdylece Notch sinyal
aktivasyonunun KRK gelisiminde etkili olacagini diisiinmiislerdir (99).

J. Gao ve arkadaslar1 kolon kanserli hastalarda ve normal mukozal epitel de
Notchl ve jaggedl seviyelerine bakmiglardr normal mukozada ekspresyon
saptamazlarken kolon kanserli, hastalarda Notch 1 ve Jaggedl ekspresyonunu

saptamiglardir (54).

2.16.8. Notch yolag ile ilgili terapotik yaklasimlar

Cogu solid tiimorde oldugu gibi KRK’de temel tedavi cerrahidir. Ama ¢ogu hasta
cerrahi tedavi asamasina gelinceye kadar asemptomatiktir ve tedavide kombine
kemoterapotiklerin ve biyolojik ajanlarmn kullanilmas1 gerektirmektedir (102).

Kok hiicreler kendini yenileme, pluripotans ve en dnemlisi kemoterapotik ajanlara
direng gelistirme 06zelligine sahiptir. Bu Ozelliklerinden dolayr son yillarda kanser
tedavisinde KKH’ni hedeflenmesi amac¢lanmistir. Tiimo6r olusumunda temel olarak kok
hiicrelerinde bulunan ve Notch sinyal yolagini da iceren bir¢cok yolagin rol oynadigi ve
Notch’un genelde onkogen fonksiyonu gostererek, kok hiicrelerinin  kendini
yenilemesini indiikleyerek tiimorogeneze yol actigi bilinmektedir (88,98). Cogu kanser
tirlinde saptanmasmma ragmen Notch sinyal aktivasyonu en i1yi T hiicreli akut
lenfoblastik 16semi de agiklanmistir. Birgok tiimorde Notch reseptér ve ligandlarin
aberan aktivasyonu oldugu da gosterildiginden bu yolaga karsi gelistirilmis ilaglarin
tedavide kullanilmasi diisiiniilmektedir (88,98,103).

Yolagm inhibisyonu ligand baglanmasi, reseptor ayrilmalari, NICD fonksiyonu
gibi bircok asamada olabilmektedir (12,72,104). Bu yolakda 6nemli rol oynayan vy-
sekretaz; multisubunit iceren aspartil proteaz kompleksinden olusur. Bunlar; presenilin,
nicastrin ve Pen2 (presenilin enhancer-2)’dir. Ogzellikle Presenilin, vy-sekretaz
aktivitesinde santral katalitik rol oynamaktadir. y-sekrataz inhibitorleri (dibenzazepin)
timOr hiicrelerinin biiylimesini de suprese ederler(69). y- sekrataz inhibitorleri ile
yapilan faz 1 klinik ¢aligmalarda Notch sinyalinin kanser tedavi modellerinde 6nemli bir

rolii oldugunu destekleyen pek ¢ok bulgu ortaya ¢ikmistir. Bu ylizden Notch sinyalini
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inhibe etmek i¢in vy-sekretaz inhibitorlerinin kullanilmasma yOnelik ¢aligmalar
yapilmistir (105). Bu calismalarin sonucunda y-sekretaz inhibitorlerinin kemoterapiye
direngli, 6zellikle metastatik KRK hastalarinda mevcut tedaviye eklenebilecek yeni bir
ajan olabilecegi izlenmistir (105).

Deneysel arastirmalarda Notchl ekspresyonu adenom ve adenomatoz polipozis
koli/multiple intestinal neoplazide de saptanmistir (106). y-sekretaz inhibitorleri ile
Notch sinyal inhibisyonu sonucu APC tiimdr supresor gen mutasyonu tastyan deneklerin
adenomlarinda goblet hiicrelerine doniisiim saptanmistir. Kolon kanserlerinde y sekretaz
inhibitorlerinin antimikrotiibiil ajanlarmin, mitotik arresti ve apopitozisi arttirdigi da
izlenmistir (54,85,99).

Evre 3 KRK ele alindiginda ise bu grupta adjuvan kemoterapotiklerden 5-
fluourasil, levamisole, leucovorin kombine tedavileri uygulanmaktadir. Adjuvan
tedaviye ragmen bu hastalarin yalnizca %10-20’si tedaviden yarar gormektedir (105).
Bu nedenle Evre 3 KRK’de yeni terapotik ajanlara ihtiyag vardir (85,105). KRK’de
taksanlar1 da igeren geleneksel terapotik ajanlara direng gelistigi bildirilmistir. y sekretaz
inhibitorleri kolon kanserinde taksanlarin indiikledigi mitotik arrest ve apopitozisi
arttirdigindan Evre 3 KRK’de tedaviye 7y sekretaz inhibitorlerinin eklenmesi
glindemdedir (55). Yine Withaferin-A (WA) anti-kanser ve anti inflamatuar amacla
kullanilan bir ilagtir. WA Notch’un da iliskili oldugu Akt/NF-kB/m-TOR yolaklarina
etki ederek kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Akt aktivasyonu KRK’li hastalarda
progresyon ve metastazlarinda etkilidir. WA ise Notch yolagini inhibe ederek Akt
aktivasyonunu da dnlemektedir (107). Bu nedenle WA’ nin Notch sinyalini inhibe ederek
KRK hastalarinda tedavide kullanilabilecegi diisiiniilmiistir. WA tedavisi alan
hastalarda 3 hafta sonra Notch hedef genleri olan hesl ve heyl genlerinde azalma bu
goriisii desteklemistir (107). Diger bir yandan her ne kadar WA kolon kanser hiicre
dizisinde inhibisyon olustursa da, Notch sinyali iizerindeki etkisinin hangi noktada
oldugu heniiz tam olarak ag¢iklanamamustir (107).

Yapilan bir¢ok calismanin sonucunda goriilmiis ki Notch yolagi inhibisyonu birgok

kanserin tedavisinde kullanilabilmektedir (72).

36



2.17. Numb

Numb ilk olarak 20 yil 6nce drosophilada duyusal organ prekiirsoriinde (SOP)
hiicre yiizey reseptorii olan Notch ile birlikte tanimlanmistir (12,108,109). Drosophilda
Numb (d Numb) asimetrik hiicre boliinmesi esnasinda Notch yolagini inhibe ederek
hiicre kaderinin belirlenmesinde gorevlidir. Numb’m insanlarda mNumb ve mNumb-like
olmak tizere iki tane homologu bulunmaktadir (12).

Numb 65-72 kDa agirliginda 4 alternatif transkript bolgesinden olusan 4 cesit
proteinden olusur. Numb amino-terminal ucunda fosfotirozin-baglayan domain (PTB),
C-terminal ucunda prolinden zengin domain (PRR) ve Epsl5 homologu (EH) bolgesi
(DPF ve NPF) icerir. PRR bolgesi 48 aminoasit iceren bir kisimdir. PTB VE PRR
domainleri alternatif baglanma kisimlaridir (108,109,110).

Numb kok hiicre kompartmanini belirleme ve siirdiirmede, epitelyal hiicre
polaritesinin olusturulmasinda, hiicresel adhezyon migrasyonunda ve asimetrik hiicre
boliinmesinde gorevlidir (12). Numb sinir sistemi gelisiminde de kritik 6neme sahiptir.
Numb kesfedildigi ilk yillarda nérogenezisdeki rolii lizerinde durulsa da daha sonralar1
tiimoérogeneziste de rolii oldugu ortaya ¢ikmustir (12,108,111).

Numb; meme, akciger, testis, tiikrilk bezi gibi bir¢ok eriskin dokuda eksprese
olmaktadir. Numb farelerin barsaginda villus kript aksinda saptanmistir ve intestinal
epitel hiicrelerinde Notch yolagini inhibe ederek goblet hiicrelerine doniisiimiinde rol
almaktadir (105). Intestinal epitel siirekli kendi kendini yenilemektedir. Bu siiregte kript
tabanindaki kok hiicreler rezerv gorevi gormektedir. Kok hiicreler asimetrik hiicre
boliinmesi ile bir kdk hiicreye bir de diferansiye olacak hiicreye boliiniir. Asimetrik
boliinme esnasinda Numb’in asimetrik yerlesimi iki yavru hiicredeki Notch aktivitesini
regilile etmektedir (110). Numb intestinal hiicrelerde miisin sekresyonunu arttirir ve
intestinal epitel bariyerinin biitlinliigliniin korunmasina yardime1 olmaktadir (105,110).

Insanlarda meme kanseri ve medulloblastomda Numb tiimdr supresor etkili
bulunmustur. Numb meme kanserinde Notch’u inhibe ederek tiimor supresor etki
gostermektedir. Meme tliimorlerinde siklikla Numb kaybi mevcuttur (12,112).

Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomunda numb ekspresyonu siklikla kaybolur ve
Notch yolag: aktive olur. Meme ve akciger karsinomunda numb kaybi degredasyon
sonucunda olmaktadir (12).

Numb fonksiyonunu regule eden major kontrol noktasi post transkripsiyonel

asamadir. Noronal kok hiicrelerde giiclii ekspresyonu olan RNA baglayan protein
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Musashi-1 Numb translasyonunu represe eder (12). Bir diger 6nemli kontrol noktas1 da
ubiquitin bagimli proteolitik degradasyon asamasidir. Proteolitik degradasyonda RING-
tip E3 ligase LNX tarafindan Numb izoformlar1 (p72 ve p66) se¢imi gerceklesir. Numb
ayrica fosforilasyon gibi postsentetik modifikasyonada ugrar. Numb’in; Notch, TP53 ve
hedgehog yolaklar1 ile de kesistigi bulunmustur. Bu bulgular 151ginda Numb hiicresel
diizenlemede 6nemli fonksiyonlar1 olan bir molekiiler marker olarak tanimlanmustir
(12,109).

Numb bir¢ok farkl sekilde Notch yolagini inhibe etmektedir (110,113). Bunlardan
biri de, memeli hiicrelerinde Numb E3-ubiquitin ligaz olan Itch’a baglanarak Notch’un
ubiqutinasyonunu saglar. Bu cercevede Numb, Notch ve Itch arasinda adaptér gorevi
gormektedir. Numb’in  overekspresyonunda  Notch intraseliler = domaininin
ubiqutinizasyonu ve sonu¢ olarak da proteozomal degredasyonu artmis olur. Ancak
Numb, Notch’un membrana baglh formlarinda ayni etkiyi gostermemektedir (109). Bir
diger ¢alismada da Numb yoklugunda Notch’un Itch bagimli degredasyonundan sonra
hiicre yiizeyine ge¢isinin hizlandig:1 ortaya ¢ikmustir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda
Numb endozomal olaylardan adezyon, migrasyon, reseptorlerin internalizasyonunu
stimule ettigi, endozomal vezikiildeki Notch reseptdriiniin lizozomal degredasyonunu
arttirdig1 bulunmustur (109,114). Bir diger Notch yolagini inhibe etme mekanizmasi ise,
Numb, Epsl15’in DPF ve NPF domainleri ve a-adaptini etkileyerek endositik olaylar
etkilemektedir. Numb; endositozisi, membrana bagli Notch sekestrasyonunu veya
NICD’nini inhibe etmektedir (110).

Numb ubiqutin yolaginin da énemli bir diizenleyicisidir. Ubiqutinasyon 6zellikle
hedgehog sinyal yolaginda oOnemli bir basamaktir. Hedgehog sinyalinin hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, migrasyonu ve DNA onarimi gibi bircok onemli gorevi
vardir (12). Ayrica doku onarimi/rejenerasyonu ve kok hiicrelerin kendini yenilemesinde
de katkida bulunmaktadir. Ornegin, Hh sinyalleri ndral kok hiicrelerin kendini
yenilemesi (self-renewal) i¢in gerekli olup deregiilasyonu siklikla ndral kdk hiicrelerin
timorojenik progresyonu ile iligkilidir. Hh yolaginin harabiyeti c¢esitli gelisimsel
anormallikler ve farkli kanser tiirlerinden sorumlu tutulmustur. Numb, ndrogenez
sirasinda Hh sinyallerinin inhibisyonunda rol alir. Numb Itch ile etkilesir ve bu E3-
ligaz'r Glil'e hedefler. Bu, Glil stabilitesini etkiler ve Hh sinyalini baskilar. Notch ve
Hedgehog arasindaki capraz iletisimin (cross-talk) hem normal gelisimsel siirecler hem

de tiimorogenezde rol oynadig: diisiiniildiigliinden, Numb’1n her iki sinyal yolagi ile de
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olan iliskisini ortaya koymaktadir. Yapilan son calismalarda Numb'm timor siipresor
protein TP53'iin hiicresel diizeylerinin regiilasyonunda da fonksiyonunu gdésterilmistir.
Numb E3-ligaz-Hdm2'ye baglanarak TP53’ii inhibe etmektedir. E3-ligaz-Hdm2; TP53
ubiquitinizasyonu/degradasyonundan sorumludur (113,115).

Numb E3 ubiqutin ligaz enzimleri ile Notch, hedgehog ve P53 yolaklarini
diizenler. Bu esnada ise Numb’in kendisini de E3 ubiqutin ligaz olan Siah-1
diizenlemektedir. Siah-1 Numb’a baglanip onu ubiqutinize eder ve Numb’in
degredasyonuna yol acar. Siah-1 overekspresyonunda ise sitoplazma ve niikleustaki

Notch hiicre yiizeyine tasinir ve Notch sinyal aktivasyonunu saglar (12,109).

2.18. Siah-1

Notch sinyal yolagmnin diizenleyicilerden biri de ubiqutinasyon araciligi ile olusan
degredasyondur. Ubiqutinasyon ATP bagimli kompleks bir mekanizmadir; E1 ubiqutin
aktivasyonu, E2 ubiqutin konjugasyon, E3 ubiqutin ligaz enzimlerini igerir. E3 ligazlar
hem tiimor supresér hem de onkogen aktivasyonu gosterebilirler (116). E3 ligazlardan
ring ailesi Siah olarak bilinir (117).

Siah-1 ilk olarak drosophilanin g6z gelisimin esnasinda saptanmistir. Siah-1’in
drosophiladaki homologu seven in absentia (Sina)’dir. Insanlarda 2 ¢esit Siah tiirii
vardir. Siahl ve Siah 2 proteinleri biiyiik farkliliklarin1 N-terminal kisminda icerir ama
yiiksek korunmus ring domaini ve substrat baglayan C- terminal domaini bulunmaktadir
(117,118,119). C terminalinde ubiquitin bulunur ve burada ubiqutin proteozom yolagina
bagli degredasyon gelisir (120).

Siah-1 proteinleri poliubiqutinasyon yaparak hedef transkripsiyonel faktorlerin
degredasyonuna neden olur (117,121). Siah proteinleri tiimor supresif ve apopitozisi
arttiran etki gostermektedir (120).

Memelilerde Siah onkojen molekiil sinyallerini stabil halde tutarak; - katenin,
prolyl-4-hidroksilaz, HIF1-a, tiimor nekrozis faktdr, Numb ve Notch gibi bir ¢ok 6nemli
yolak ve hiicresel olaylarda rol almaktadirlar (122).

Hiicre kaderini belirlemede Siah-1 dogrudan Numb yolag: ile iliskilidir. Siah-1
Numb degradasyonuna yol agar ve bu da sitoplazma ve nukleustaki Notch’un endojen
hiicre ylizeyine dagilmasina neden olur. Boylelikle Notch iligkili transkripsiyonel

aktivite arttirilmis olur (12,109,121).
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Siah-1 mRNA’s1 plesanta, iskelet kasi, testis gibi bazi hiicre dizilerinde de
saptanmistir (116, 120). Fizyolojik sartlarda Siah-1 ince barsak villuslarinda yiiksek
oranda eksprese edilmektedir. Intestinal epitelde kript tabanlarinda villus uclarma dogru
migrasyonu swrasmda saptanir (119,121). Insanlarda Siah-1 aktivasyonu intestinal
epitelde tiimor supresor ve apopitoziste gérevli oldugu bulunmustur (118,120).

Siah 1’in hepatoseliiler karsinomun (HCC) gelisimini ve progresyonunu suprese
ettigi  bulunmustur (123). Ayrica Siah-1’in hepatoseliiler karsinomda apopitotik
hiicrelerde niikleer ve sitoplazmik ekspresyonlar1 saptanmistir (116,120). Siah-1

ekspresyonu gastrik kanserlerde de saptanmistir (120).

2.19. Itch

Itch’da Siah gibi bir E3 ubiqutin ligazdir ve Onemli ileti yolaklarinda gorev
almaktadir. Notch yolaginin regulatorlerinden biridir (124). Itch ilk olarak farelerde
saptanmistir. Itch geni 854 aminoasit iceren 113kDa agirlifinda monomerik bir
proteindir. Ca" bagimli fosforilasyon yapan C2 domaini, protein-protein baglantismni
yapan WW domaini ve C-terminal ucunda HECT domaini bulunur (124,125). Itch kiictik
parcalar halinde periniikleer alanda golgide ve erken ve ge¢ lizozomlarin endozomal
komponentinde de bulunmaktadir (125).

Itch deride inflamatuar ve immun sistemi etkileyen olaylarda gorev almaktadir.
Itch’in defektli oldugu calismalarda dalakta, lenf nodunda, timusun meduller kisminda
sistemik otoimmun benzeri hastalik ve kronik pulmoner intertisyel inflamasyon
gelismistir (125,126). Itch immun sistemin gelisiminde etkili bir proteindir. Bunun i¢in
Notch’u da iceren farkl bircok yolakta gorev almaktadir. Immun sistemde T ve B hiicre
gelisiminde Notch yolag: da katkida bulunur. Ozellikle T hiicrelerinin gelisiminde Th2
diferansiasyonunda gorevlidir. Notch sinyal yolaginin aktivasyonu sonucu NICD’ni
ayrilir ve niikleusa gider burada reseptor aktivitesini takiben membrana bagli Notch
reseptor kisminda Itch baghh poliubiqutinasyon ve degredasyon gercgeklesir
(124,125,126).

Itch Numb proteininin aktivitesini de diizenler. Numb proteininin PTB domaini
Notch’un C- terminal intraseliiler kismindan baglanir, Itch WW1/2 domainleri ile de
Numb’a direkt olarak baglanir ve membrana bagl reseptdrde Itch’in katalize ettigi

ubiqutilasyon baslar ve Numb, Notch sinyalini inhibe eder (124,125,127).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Etik Kurulu’nun 30.22.2012 tarih ve 18 sayili

onay!1 ile yapilmistir.

3.1. Calisma Grubunun Tanimlanmasi

Calisma igin 2005-2009 yillar1 arasmnda Akdeniz Universitesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’ndan tan1 alan 50 adet adenokarsinom, 30 adet adenom ve 20 adet normal
kolon mukoza orneklerinden olusan toplam 100 adet olgu incelenmistir. Retrospektif
olarak H&E boyali preperatlarda normal mukoza 6rnekleri, adenokarsinom ve adenom
tanis1 almis olgular incelemeye alindi. Hasta dosyalarindan yas, cinsiyet, lezyonun
lokalizasyonu, yasam takipleri tesbit edildi. H&E boyali preperatlar tekrar incelenerek
adenokarsinom olgularinda tiplendirme, derecelendirme, TNM evreleme, lenfovaskiiler
invazyon, invazyon derinligi, reaktif lenf diigiimii sayisi, bolgesel lenf nodu metastazi ile
metastatik lenf nodiilii sayis1 gibi parametreler tekrar degerlendirildi. Her kolorektal
karsinom olgusu i¢in tiimorii en iyi temsil eden ve grade’i en yiiksek alan secilerek
timor hiicreleri degerlendirildi. Adenomlar tiibiiler, villoz, tiibiilovilloz olarak
siniflandirildi. Notch, Numb, Itch ve Siah-1 immunohistokimyasal olarak boyama ve

real time PCR yontemi ile arastirildi.

3.2. Histomorfolojik Degerlendirme

Olgulara ait tiim hematoksilen ve eozin (H&E) boyali kesitler incelenerek,
tiimoriin histolojik derecelemesi glandiiler yap1 temel alinarak; tiimoriin %95’ inden
fazlas1 glandiiler yap1 igeriyorsa iyi diferansiye (derece 1), %50-95 oraninda glandiiler
yapilar iceriyorsa orta derecede diferansiye (derece 2), %5-50 oraninda glandiiler yapilar
iceriyorsa az diferansiye (derece 3) olarak gruplandirilds. lyi diferansiye ve orta derecede
diferansiye = adenokarsinomlar diisiik dereceli; az diferansiye ve musindz
adenokarsinomlar yiiksek dereceli olmak {izere iki gruba ayrildi. TNM klasifikasyonuna

gore, primer tiimoriin evresi tekrar degerlendirildi.
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3.3. Immunhistokimyasal Boyama

Olgulara ait secili parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alinarak tam

otomatik Ventana immiinohistokimya cihazinda immiin boyamalar yapildi. Kullanilan

antikorlar ve ozellikleri:
a) Notch-1: ThermoFisher Scientifc, Diliisyon:1/25
b) Numb: ThermoFisher Scientifc, Dillisyon:1/25
c) ITCH/AIP4: ThermoFisher Scientifc, Dillisyon:1/100
d) SIAH-1: ThermoFisher Scientifc, Diliisyon:1/100

3.4. Immunreaktivitenin Degerlendirmesi

Notch, Numb, Itch ve Siah antikorlari ile hazirlanan kesitler 1s1k mikroskobunda

degerlendirildi. Immunohistokimyasal olarak boyanmanimn var olup olmadigma bakilds.

Pozitif boyanan hiicrelerin oranina gore; 0 (negatif), 1 (%]1- 33), 2 (%34-66), 3 (%67-

100) olmak iizere 4 kategoriye alind1.

A S I AR

3.5. RNA Izolasyonu

. Calisma kapsaminda yer alan 50 adet tiimor, 30 adet adenom ve 20 adet normal

doku orneklerine ait parafin bloklardan 5-20 um kalinliginda kesitler alind.
Uzerlerine 1000 pl Ksilol eklendi. Vortekslendi.

56°C’ye ayarl 1sitic1 blokta 3 dakika bekletildi.

Siire sonunda 14000 rpm ayarh santriftijde 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
atildi

Pelet tizerine tekrar 1000 pl Ksilol eklendi. Vortekslendi.

14000 rpm ayarl santrifiijde 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi.

Pelet tizerine 1000 pl, %99.9 saflikta Etanol eklendi. Vortekslendi.

14000 rpm ayarl santrifiijde 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

Santrifiij tiiplerinin kapaklar1 agik halde 10 dakika oda 1sinda bekletilerek alkoliin

u¢masi saglandi.

10. RNA izolasyonu i¢in Parafine gomiilii dokudan RNA izolasyon kiti kullanildi.

Deparafinizasyonu yapilan Orneklerin {iizerine, kit i¢indeki Buffer PKD

soliisyonundan 240 pl eklendi. Vortekslendi.

11. 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapild.
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12. Uzerilerine 10 pl Proteinaz K eklendi.
birakildi.

14. Ertesi giin: Ornekler 80°C’ye ayarl 1sitic1 blokta 15 dakika bekletildi.

15. Siire sonunda Ornekler buz lizerinde 3 dakika bekletildi. Siire sonunda 13500
rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.

16. Siipernatant kisim temiz bir ependorf tiipe alindi.

17. Stipernatant tizerine 25 pl DNase Booster Buffer ve 10 pl DNase I stok
soliisyondan eklendi. Ttip alt-list yapilarak karistirma yapildi.

18. Oda 1s1sinda 15 dakika bekletildi.

19. Siire sonunda, 500 pl Buffer RBC eklendi. Pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

20. Uzerine 1200 ul %100 saflikta Etanol eklendi.

21. Ornekler, kit iginden ¢ikan RNeasy MinElute spin kolonlarina aktarilds.

22.>10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde biriken s1v1 atildi.

23. RNeasy MinElute spin kolonlarma, 500 ul Buffer RPE eklendi. >10000 rpm’de
15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiiptinde biriken s1v1 atild1.

24. RNeasy MinElute spin kolonlarina, Ikinci kez tekrar 500 ul Buffer RPE eklendi.
>10000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi.

25. RNeasy MinElute spin kolonlari, temiz toplama tiiplerine yerlestirildi. Kolonlarin
kapaklar1 agik olarak 13500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapild1.

26. RNeasy MinElute spin kolonlari, temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipe yerlestirildi. 30
pl RNase igermeyen su eklendi. 13500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilarak
kolondan RNA eliisyonu yapildi.

RNA’larin spektrofotometrik Ol¢imiinde Nanodrop kullanarak RNA miktarlari
belirlendi. Ger¢ek zamanli PCR c¢alismasi icin RNA o6rnekleri 50 ng olacak sekilde

ayarlandi.

3.6. c-DNA Reaksiyonu

a. Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR kit (Thermo Scientific)
kullanilarak c-DNA sentezi yapildi.
b. Kit igerigi:
Maxima Enzim Miks
5XReaksiyon Miks
Niikleaz icermeyen su
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c. Her bir vaka i¢in PCR tiipii hazirlandi. Asagida belirtilen miktarlarda PCR miski

hazirland1:
5XReaksiyon Miks 4 pl.
Maxima Enzim Miks 2 ul
Kalip RNA 1 pg-5 pg.
Niikleaz icermeyen su 20 ul’ye tamamlanacak sekilde ilave edilir.
d. PCR cihazinda asagidaki program kullanilarak c-DNA sentezi gerceklestirildi.
25°C 10 dakika
50 °C 30 dakika
85 °C 5 dakika
e. C-DNA’lar, uzun siireli -70°C’de, kisa siireli ise —20°C’de saklanabilecek sekilde
hazirland1.
3.7. RT-qPCR

a. NOTCH-1, ITCH, NUMB ve SIAH]1 genlerinin ekspresyonlarmi belirlemek icin
Solaris Human qPCR gene expression Assay Kkitleri kullanilmistir. Internal
kontrol olarak GAPDH kullanilmistir.

b. Kit igerigi:

Solaris qPCR Master Miks
Solaris Primer/Probe Set
PCR grade su

c. Her bir gen i¢cin toplam miktar 25 pul olacak sekilde asagida belirtilen miktarlar

kullanilarak ger¢ek zamanli kantitatif PCR caligsmasi yapild1.

Solaris gPCR Master Miks 12.5 pl.
Solaris Primer/Probe Set 1.25 pl.
PCR grade su 8.75 ul
cDNA Kalip (1-250 ng) 2.5 ul

d. Asagidaki PCR programi kullanilarak gercek zamanli kantitatif PCR ¢alismasi
gerceklestirildi.

Sicakhk Siire Siklus sayisi
Enzim Aktivasyonu 95 °C 15 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye 40 siklus
Baglanma/Uzama 60 °C 60 saniye

e. Gen ekspresyonundaki degisiklikler, Cq metodu kullanilarak hesaplandi.
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3.8. Istatistiksel Degerlendirmeler

Oncelikle RT-PCR degerlendirilmesinde protein degisikligi olmayan olgular 0,
azalis izlenen olgular 1 ve artis izlenen olgular 2 olarak {i¢ gruba ayrildi. Gruplar arasi
ekspresyon farkliliklar1 ile adenokarsinomlarda klinikopatolojik parametreler ile Notch,
Numb, Itch ve Siah-1 iliskilerin belirlenmesinde i¢in Ki-kare testi uygulandi. Ek olarak
adenokarsinomlarda bu istatistiksel analiz i¢in Oncelikle olgularda yas ortalamasi,
adenokarsinomlarda ise reaktif lenf diigiimii ve metastatik lenf nodiilii sayis1 ortalamalar1
almarak bu degerlerin sinir kabul edilmesi ile olgular dikotomize edilerek iki gruba
ayrildi. Yine olgu sayisinin az olmasi nedeniyle adenom tipleri ve displazi istatistiksel
degerlendirmeye alinmadi. Bes yillik hastaliksiz yasam siiresi temel alinarak olgularda
degiskenlerin yasam siiresi ile iliskisi Kaplan-Meier analizi ile incelendi. Yasam siiresi
ile iligkili olan parametreler Cox-regresyon analizi ile karsilagtirilarak bagimsiz
prognostik faktorler arastirildi. Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in RT-PCR verileri
kullanilarak aralarindaki korelasyonlar Spearman korelasyon testi ile degerlendirildi.

Tiim istatistiksel analizlerde p degerinin 0.05 altinda olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya adenokarsinom tanis1 almig 50 adet olgu, adenom tanist almig 30 adet
olgu ve 20 adet normal kolon mukozasi bulunan olgu dahil edildi. Adenokarsinom
olgularinin yaslar1 40 ile 86 arasinda; adenom olgularmin ise 35 ile 93 arasinda dagilim
gostermektedir. Adenokarsinom olgularinda ortalama yas 64,3 iken, adenom olgularinda
64,7 olarak saptanmustir (Sekil 4.1).

Olgularin cinsiyetlere gére dagiliminda 50 adet kolon adenokarsinomlu olgunun
17/50’s1 (%34.0) kadin, 33/50’s1 (%66.0) erkek iken, 30 adet adenom olgusunun 9/30’u
(%30) kadin, 21/30’u (%70) erkek olarak izlendi (Sekil 4.2).

GRUPLARDA YAS DAGILIMI
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Sekil 4.1. Calisma gruplarinda yas dagilim.
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Sekil 4.2. Calisma gruplarinda cinsiyet dagilimu.
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Adenokarsinom olgularinin  kolondaki yerlesim yerlerine gore dagilimlari
tiimorlerin 8/50°s1 (%16.0) ¢ekum; 16/50°s1 (%32.0) kolon, 16/50’s1 (%32.0) sigmoid,
10/50’s1 (%20.0) rektumda izlendi (Sekil 4.3).

GRUPLARDA LEZYON LOKALIZASYONUNA GORE DAGILIM
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Sekil 4.3. Adenokarsinom olgularinin lezyon lokalizasyonuna gore dagilimai.

Adenom tanis1 alan olgularm 20/30’u (%66.6) tiibiilovilloz adenom, 10/30’u
(%33.3) tiibliler adenom olarak izlenmistir. Histomorfolojik olarak displazi dereceleri
degerlendirildiginde; 20/30’u (%66.6) diisiik dereceli, 10/30’s1 (%33.3) yiiksek dereceli
displazi olarak goriildii.

Olgulara ait klinikopatolojik Ozellikler sonug¢ ¢izelgelerinde ayrintili olarak
belirtilmistir. Calismamizda Notch pozitifligi her {ic grupta da sitoplazmik ve graniiler
nitelikte izlendi. (Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). PCR ile Notch ekspresyon diizeyinde kontrol
olgularinda degisiklik izlenmezken, adenomlarda olgularin yarisinda azalma, yarisinda
ise art1s izlendi. Karsinomlarda ise sirasiyla olgularin %44’tinde artis, %32’sinde azalma
izlenirken %?24’linde degisiklik izlenmedi. Notch immiinohistokimyasal ekspresyonu ise
sirasiyla normal grupta olgularin %5’inde, adenomlarda %60’ 1nda ve karsinomlarda ise
%64’linde pozitif olarak izlenmis olup, her iki metod ile gruplar arasindaki ekspresyon
farki istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) (Sekil 4.4. ve Cizelge 4.1). Gruplar arasinda
Notch boyanma siddeti arasindaki farklar ise anlamli degildi (p>0,05) (Cizelge 4.1).

Lokalizasyon sadece sitoplazmik oldugu i¢in istatistiksel analiz yapilamadi.
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Sekil 4.4. Adenom ve karsinom gruplarinda Notch, Numb, Itch ve Siah’in ekspresyon
diizeyleri.

Cizelge 4.1. Normal mukoza, adenom ve karsinom olgularinda Notch’un
immunohistokimyasal ve PCR ile ekpresyonlarmin gdsterilmesi.

NOTCH NORMAL ADENOM KARSINOM P degeri
PCR
0 20 (100) 0 12 (24)
1 0 15 (50) 16 (32) 0.0001
2 0 15 (50) 22 (44)
Boyanma
0 15 (75) 12 (40) 18 (36) 0.02
1 5(25) 18 (60) 32 (64)
Boyanma Siddeti
0 12 (40) 18 (36)
1 5(16.7) 10 (20) 0.092
2 7 (23.3) 12 (24)
3 6 (20) 10 (20)
Boyanma Dagilimi
Sitoplazmik 5(100) 18 (100) 32 (100)

(PCR 0: degismemis, 1: azalmis, 2: artmis)
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Sekil 4.6. Adenom yiizeyinde Notch ekspresyonu. (x200)
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Sekil 4.8. Karsinomda Notch ekspresyonu (x200)
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Karsinom grubunda ise klinikopatolojik parametreler ile Notch’un hem PCR hem
de immiinohistokimyasal ekspresyonu karsilastirildiginda, diferansiasyon, lenf diigiimii
metastazimin varlhigi, evre ve 5 yillik hastaliksiz sag kalim ile iligkili oldugu goriildii
(p<0.05) (Cizelge 4.2). Boyanma siddeti ile herhangi bir iliski saptanmadi (Cizelge 4.3).

Immiinohistokimyasal Numb pozitifligi her ii¢ grupta da sitoplazmik ve graniiler
nitelikte izlendi (Sekil 4.9, 4.10, 4.11). PCR ile Numb ekspresyon diizeyinde kontrol
olgularinda degisiklik izlenmezken, adenomlarin %60’ 1nda; karsinomlarin ise %56’sinda
azalma izlendi (p<0.05). Immunohistokimyasal olarak normal kolonda olgularin
%70’inde poztif boyanma izlenirken, adenomlarda ve karsinomlarda ise bu oranin
sirasiyla %30 ve %60 oldugu dikkati ¢ekti (p<0.05) (Cizelge 4.4). Gruplar arasinda
Numb boyanma siddeti arasindaki farklar ise anlamli degildi (p>0,05) (Cizelge 4.4).
Boyanma lokalizasyonu sadece sitoplazmik oldugu i¢in istatistiksel analiz yapilamadi.

Karsinom grubunda Numb’in hem molekiiler hem de immiinohistokimyasal olarak
ekspresyonu ile yas, cinsiyet, lokalizasyon, invazyon, metastatik lenf diigiimiiniin sayisi,
lenfatik, vaskiiler, perindral invazyon, reaktif lenf diigiimii sayis1 ve uzak metastaz
arasinda iligki izlenmedi (p<0.05.). Diferansiyasyon, lenf dii§iimii metastazi, evre ve 5
yillik hastaliksiz sag kalim ile Numb ekspresyonu arasinda hem molekiiler hem de
immunohistokimyasal olarak istatistiksel anlamli korelasyon saptandi (p<0.05) (Cizelge
4.5). Numb boyanma siddeti ile belirli bir fark saptanmadi (Cizelge 4.5).

Immiinohistokimyasal olarak pozitif olgularda Itch sitoplazmada noktasal ve/veya
graniiler tarzda boyanma gostermekteydi (Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16). Itch
protein ekspresyonu immunohistokimyasal ve PCR ile degerlendirildiginde adenom ve
karsinom vakalarinda normal mukozaya gore azalmis olarak saptandi ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (Cizelge 4.7). Boyanma siddeti ve boyanma lokalizasyonu
ile gruplar arasinda fark izlenmedi.

Karsinom olgularinda PCR ile yapilan ¢aligmada diferansiasyon, lenf diigiimii
metastazi, evre ve 5 yillik hastaliksiz sag kalim ile Itch ekspresyonu arasinda korelasyon
oldugu goriiliirken, Immunohistokimyasal ekspresyonda ise evre ve 5 yillik hastaliksiz
sag kalim anlamli korelasyon saptandi (p<0.05) (Cizelge 4.8). Boyanma siddeti ve
lokalizasyon ile iligki izlenmedi (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.2. Karsinom grubunda Notch’un molekiiler ve immiinohistokimyasal
ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iligkisi.

N PCR (%) EKSPRESYON
PARAMETRELER 0 1 2 YOK VAR
YAS
64+12.353 > 22 7 (31.8) 11 (50) 4(18.2) 14 (63.6) 8(36.4)
64+12.353 < 28 5(17.9) 11 (39.3) 12 (42.9) 16 (57.1) 12 (42.9)
CiNs
Kadin 17 3(17.6) 9 (52.9) 5 (29.5) 11 (66.7) 6(35.3)
Erkek 33 9(27.3) 13 (39.4) 11 (33.3) 21 (63.6) 12 (36.4)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 1(12.5) 4 (50) 3 (37.5) 5 (62.5) 3 (37.59
Kolon 16 3(18.8) 10 (62.5) 3(18.8) 11 (68.8) 5(31.2)
Sigmoid: 16 7 (43.8) 2(12.5) 7 (43.8) 7 (70) 3 (30)
Rektum: 10 1 (10) 6 (60) 3 (30) 7 (43.8) 9 (56.2)
DIFERANSIASYON *
iYi DIFERANSIYE 24 6 (25) 16 (66.7) 2(8.3) 22 (91.7) 2(8.3)
ORTA DIiFERANSIYE 13 4 (30.8) 5(38.5) 4 (30.8) 6 (46.2) 7 (53.8)
KOTU DIFERANSIYE 13 2 (15.4) 1(7.7) 10 (76.9) 2 (15.4) 11 (84.6)
INVAZYON
T1 7 1(14.3) 5(71.4) 1(14.3) 6 (85.7) 1(14.3)
T2 10 3 (30) 4 (40) 3 (30) 6 (60) 4 (40)
T3 23 6(26.1) 10 (43.5) 7 (30.4) 13 (56.5) 10 (43.5)
T4 10 2 (20) 3 (30) 5 (50) 5 (50) 5 (50)
LNM*
Yok 19 3 (15.8) 15 (78.9) 1(5.3) 18 (94.7) 1(5.3)
Var 31 9 (29) 7 (22.6) 15 (48.4) 12 (38.7) 19 (61.39
METASTATIK LDS
1.5440.7 > 26 8(30.8) 10 (38.5) 8(30.8) 17 (65.4) 9 (34.6)
1.5440.7 < 24 4(16.7) 12 (50) 8(33.3) 13 (54.2) 11 (45.8)
LENFATIK INV.
Yok 37 11(29.7)  13(35.1) 13 (35.1) 20 (54.1) 17 (45.9)
Var 13 1(7.7) 9 (69.2) 3 (23.1) 10 (76.9) 3 (23.1)
VASKULER iNV.
Yok 42 12 (28.6)  16(38.1) 14(33.3) 25 (59.5) 17 (40.5)
Var 8 0 6 (75) 2 (25) 5 (62.5) 3 (37.5)
PERINORAL INV.
Yok 31 6(19.4) 13 (41.9) 12 (38.7) 17 (54.8) 14 (45.2)
Var 19 6(31.6) 9 (47.4) 4(21.1) 13 (68.4) 6(31.6)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 7 (21.7) 12 (43.5) 8 (34.8) 16 (59.3) 11 (40.7)
18.28+0.7 < 23 5 (21.7) 10 (43.5) 8 (34.8) 14 (60.9) 9(39.1)
EVRE*
1+2 24 8(33.3) 16 (66.7) 0 22 (94.7) 2(8.3)
3+4 26 4(15.4) 6(23.1) 16 (61.5) 8(30.8) 18 (69.2)
METASTAZ
Yok 26 7 (26.9) 11 (42.3) 8(30.8) 16 (61.5) 10 (38.5)
Var 24 12 (20.8) 11 (45.8) 8(33.3) 14 (58.3) 10 (41.7)
YASAM SURES] *
60.621+26.68> 26 3 (11.5) 17 (65.4) 6(23.1) 20 (76.9) 6(23.1)
60.621+26.68< 24 9 (37.5) 5 (20.8) 10 (41.7) 10 (41.7) 14 (58.3)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1; INV: invazyon. PCR 0: degismenmis, 1:
azalmis, 2: artmis
* p<0.01
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Cizelge 4.3. Karsinom grubunda Notch’un immiinohistokimyasal ekspresyon siddetinin
klinikopatolojik parametreler ile iligkisi.

N BOYANMA SiDDETI (%)
PARAMETRELER 0 1 2 3
YAS
64+12.353 > 22 14 (63.6) 2(9.1) 3 (13.6) 3(13.6)
64+12.353 < 28 16 (57.1) 0 6(21.4) 6(21.4)
CiNs
Kadin 17 21 (63.6) 4(12.2) 4(12.2) 4(12.2)
Erkek 33 11 (64.7) 1(5.9) 0 5 (29.4)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 5 (62.5) 0 2 (25) 1(12.5)
Kolon 16 11 (68.8) 0 2(12.5) 3(18.8)
Sigmoid: 16 7 (43.8) 1(6.2) 4(25) 4(25)
Rektum: 10 7 (70) 1 (10) 1 (10) 1 (10)
DIFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 22 22 (91.7) 0 1(4.2) 1(4.2)
ORTA DIFERANSIYE 13 6 (46.2) 1(7.7) 5(38.5) 1(7.7)
KOTU DIFERANSIYE 13 2 (15.4) 1(7.7) 3(23.1) 7(53.8)
INVAZYON
T1 7 1 (100) 0 0 0
T2 10 3 (75) 0 0 1(25)
T3 23 23 (56.1) 2 (4.9) 9(22) 7 (17.1)
T4 10 3 (75) 0 0 1(25)
LNM
Yok 19 18 (94.7) 0 0 1(5.3)
Var 31 12 (38.7) 9 (29) 6 (6.5) 4 (25)
METASTATIK LDS
1.5440.7 > 26 17 (65.4) 0 4(15.4) 5(19.2)
1.54+40.7 < 24 13 (54.2) 2(8.3) 5 (20.8) 4(16.7)
LENFATIK INV.
Yok 37 20 (54.1) 1(2.7) 7 (18.9) 9 (24.3)
Var 13 10 (76.9) 1(7.7) 2 (15.4) 2 (15.4)
VASKULER iNV.
Yok 42 25 (59.5) 1(2.4) 9(21.4) 7 (16.7)
Var 8 5 (62.5) 1(12.5) 0 2 (25)
PERINORAL INV.
Yok 31 17 (54.8) 0 6(19.4) 8(25.8)
Var 19 13 (68.4) 2(10.5) 3 (15.8) 1(5.3)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 16 (59.3) 1(3.7) 5 (18.5) 5 (18.5)
18.28+0.7 < 23 14 (60.9) 1(4.3) 4(17.4) 4(17.4)
EVRE
1+2 24 22(91.7) 0 1(4.2) 1(4.2)
3+4 26 8(30.8) 6(29.6) 6(29.6) 6(29.6)
METASTAZ
Yok 26 16 (61.5) 0 5(19.2) 5(19.2)
Var 24 14 (58.3) 2 (8.3) 4(16.7) 4(16.7)
YASAM SURESI
60.621+26.68> 26 20 (76.9) 1(3.8) 1(3.8) 4(15.4)
60.62+26.68< 24 10 (41.7) 1(4.2) 8 (33.3) 8 (33.3)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1; INV: invazyon
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Sekil 4.9. Normal mukozada Numb ekspresyonu. (x100)

Sekil 4.10. Adenomda Numb ekspresyonu. (x400)
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Sekil 4.11. Karsinomda Numb ekspresyonu. (x400)

Cizelge 4.4. Normal mukoza, adenom ve karsinom olgularinda immunohistokimyasal ve
PCR ile Numb ekspresyonlarinin gésterilmesi.

NUMB NORMAL ADENOM KARSINOM P degeri
PCR
0 20 (100) 4(13.3) 0 0.0001
1 0 18 (60) 28 (56)
2 0 8(26.7) 22 (44)
Boyanma
0 6 (30) 21 (70) 20 (40) 0.008
1 14 (70) 9 (30) 30 (60)
Boyanma Siddetti
0 6 (30) 21 (70) 20 (40)
1 5(25) 3(10) 13 (26) 0.086
2 5(25) 3(10) 12 (12)
3 4 (20) 3(10) 5(10)
Boyanma Dagilimi
Sitoplazmik 14 (100) 9(100) 30(100)

PCR 0: degismemis, 1: azalmis, 2: artmis
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Cizelge 4.5. Karsinom grubunda Numb’un molekiiler ve immiinohistokimyasal
ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iligkisi.

N PCR (%) EKSPRESYON (%=
PARAMETRELER 1 2 YOK VAR
YAS
64+12.353 > 22 12 (54.5) 10(45.5) 9 (40.9) 13 (59.1)
64+12.353 < 28 14 (50) 14 (50) 11 (39.3) 17 (60.7)
CiNs
Kadin 17 17 (51.5) 16 (48.5) 7 (41.2) 10 (58.8)
Erkek 33 9 (52.9) 8 (47.1) 13 (39.4) 20 (60.6)
LOKALiZASYON
Cekum: 8 4 (50) 4(50) 3 (37.5) 5 (62.5)
Kolon 16 9 (56.2) 7 (43.8) 5(31.2) 11 (68.8)
Sigmoid: 16 6 (60) 4 (40) 6(37.5) 10 (62.5)
Rektum: 10 7 (43.8) 9 (56.2) 6 (60) 4 (40)
DIFERANSIASYON *
iYi DIFERANSIYE 22 8(33.3) 16 (66.7) 5(20.8) 17 (79.2)
ORTA DIiFERANSIYE 13 8(61.5) 5(38.5) 6 (46.2) 7 (53.89
KOTU DIFERANSIYE 13 10 (76.9) 3(23.1) 9 (69.2) 4 (30.8)
INVAZYON
T1 7 1(14.3) 6 (85.7) 0 7 (100)
T2 10 6 (60)15 4 (40) 3 (30) 7 (70)
T3 23 (62.5) 8 (34.8) 14 (60.9) 9(39.1)
T4 10 4 (40) 6 (60= 3 (30) 7 (70)
LNM*
Yok 19 6(31.6) 13 (68.4) 4(21.1) 15 (78.9)
Var 31 20 (64.5) 11 (35.5) 16 (51.6) 15 (48.4)
METASTATIK LDS
1.5440.7 > 26 13 (50) 13 (50) 7 (26.9) 19 (73.1)
1.5440.7 < 24 13 (54.2) 11 (45.8) 13 (54.2) 11 (45.8)
LENFATIK iNV.
Yok 37 20 (54.1) 17 (45.9) 15 (40.5) 22 (59.5)
Var 13 6 (46.2) 7 (53.8) 5 (38.5) 8 (61.5)
VASKULER INV.
Yok 42 23 (54.8) 19 (45.2) 16 (38.1) 26 (61.9)
Var 8 3 (37.5) 5 (62.5) 4 (50) 4 (50)
PERINORAL iNV.
Yok 31 15 (48.4) 16 (51.6) 10 (32.3) 21 (67.7)
Var 19 11 (57.9) 8 (42.1) 10 (52.6) 9 (47.4)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 16 (59.3) 11 (40.7) 11 (40.7) 16 (59.3)
18.28+0.7 < 23 10 (43.5) 13 (56.5) 9(39.1) 14 (60.9)
EVRE*
1+2 24 7 (29.2) 17 (70.8) 5 (20.8) 19 (79.2)
3+4 26 19 (73.1) 7 (26.9) 15 (57.7) 11 (42.3)
METASTAZ
Yok 26 11 (42.3) 15 (57.7) 8(30.8) 18 (69.2)
Var 24 15 (62.5) 9 (37.5) 12 (50 12 (50)
YASAM SURESI*
60.62+26.68> 26 8(30,8) 18 (69,2) 7 (26.9) 19 (73.1)
60.62+26.68< 24 18 (75) 6 (25) 13 (54.2) 11 (45.8)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1;; INV: Invazyon. PCR 1: azalmis, 2:
artmis
* p<0.01
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Cizelge 4.6. Karsinom grubunda Numb’m immiinohistokimyasal ekspresyon siddetinin
klinikopatolojik parametreler ile iliskisi.

N BOYANMA SIiDDETI (%)
PARAMETRELER 0 1 2 3
YAS
64+12.353 > 22 9(40.9) 5 (22.7) 4(18.2) 4(18.2)
64+12.353 < 28 11 (39.3) 7 (25) 8(28.6) 2(7.1)
CiNs
Kadin 17 7 (41.2) 6(18.2) 2(11.8) 2(11.8)
Erkek 33 13 (39.4) 6(18.2) 10 (30.3) 4(12.1)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 3(37.5) 2 (25) 2 (25) 1(12.5)
Kolon 16 5(31.2) 4(25) 5(31.2) 2(12.5)
Sigmoid: 16 6(37.5) 4(25) 3(18.8) 3(18.8)
Rektum: 10 6 (60) 2 (20) 2 (20) 0
DIFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 24 5(20.8) 7(29.2) 9 (37.5) 3(12.5)
ORTA DiFERANSIYE 13 6 (46.2) 3(23.2) 1(7.7) 3(23.1)
KOTU DIFERANSIYE 13 9 (69.2 2 (15.4) 2 (15.4) 0
INVAZYON
T1 7 0 4(57.1) 1(14.3) 2 (28.6)
T2 10 3 (30) 2 (20) 5 (50) 0
T3 23 14 (60.9) 2(8.7) 5(21.7) 2(8.7)
T4 10 3 (30) 4 (40) 1 (10) 2 (20)
LNM
Yok 19 4(21.1) 6(31.6) 6(31.6) 3(15.8)
Var 31 16 (51.6) 6(19.4) 6(19.4) 3 (9.7)
METASTATIK LDS
1.54+0.7 > 26 7 (26.9) 6(23.1) 11 (42.3) 2(7.7)
1.5440.7 < 24 13 (54.2) 6 (25) 1(4.2) 4(16.7)
LENFATIK iNV.
Yok 37 15 (40.5) 7 (18.9) 10 (27) 5(13.5)
Var 13 5(38.5) 5 (38.5) 2 (15.4) 1(7.7)
VASKULER iNV.
Yok 42 16 (38.1) 9(21.4) 12 (28.6) 5(11.9)
Var 8 4 (50) 3 (37.5) 0 1(12.5)
PERINORAL iNV.
Yok 31 10 (32.3) 8(25.8) 9(29) 4(12.9)
Var 19 10 (52.6) 4(21.1) 3 (15.8) 2 (10.5)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 11 (40.7) 7 (25.9) 8(29.6) 1(3.7)
18.28+0.7 < 23 9(39.1) 5(21.7) 4(17.4) 5(21.79
EVRE
1+2 24 5 (20.8) 6 (25) 8(33.3) 5 (20.8)
3+4 26 15 (57.7) 6(23.1) 4(15.4) 1(3.8)
METASTAZ
Yok 26 8(30.8) 5(19.2) 9 (34.6) 4(15.4)
Var 24 12 (50) 7 (29.2) 2(12.5) 2 (8.3)
YASAM SURESI
60.62+26.68> 26 7 (26.9) 8(30.8) 7 (26.9) 4(15.4)
60.62+26.68< 24 13 (54.2) 4(16.7) 5 (20.8) 2(8.3)

N: say1; LDS: Lenf diigiimii say1s1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, INV: Invazyon
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Sekil 4.13. Adenomda noktasal Itch ekspresyonu. (x100)
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Sekil 4.15. Karsinomda noktasal Itch expresyonu. (x400)

59



Sekil 4.16. Karsinomda noktasal ve graniiler sitoplazmik Itch ekspresyonu. (x400)

Cizelge 4.7. Normal mukoza, adenom ve karsinom olgularinda immunohistokimyasal ve
rt-PCR ile Itch ekpresyonlarmin gosterilmesi.

ITCH NORMAL ADENOM KARSINOM P degeri
PCR
0 20(100) 11 (36.7) 16 (32)
1 0 15 (50) 19 (38) 0.0001
2 0 4(13.3) 15 (30)
Boyanma
0 8 (40) 24 (80) 30(60) 0.01
1 12 (60) 6(20) 20 (40)
Boyanma Siddetti
0 8 (40) 24 (80) 30 (60)
1 4 (20) 1(3.3) 4(8) 0.054
2 5(25) 4(13.3) 6(12)
3 3(15) 1(3.3) 10 (20)
Boyanma Dagilimi
Graniiler 3(25) 2(33.3) 4(20)
Noktasal 9 (75) 4 (66.7) 16 (80) 0.790

PCR 0: degismemis, 1: azalmis, 2: artmis
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Cizelge 4.8. Karsinom grubunda Itch’mm molekiiller ve immiinohistokimyasal
ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ile iligkisi.

N PCR (%) EKSPRESYON
PARAMETRELER 0 1 2 YOK VAR
YAS
64+12.353 > 22 7 (31.8) 6(27.3) 9 (40.9) 14 (63.6) 8(36.4)
64+12.353 < 28 5(17.9) 12 (42.9) 11(39.3) 18 (64.3) 10 (35.79
CiNs
Kadin 17 6(35.3) 7 (41.2) 4(23.4) 12 (70.6) 5(29.49
Erkek 33 6(18.2) 11 (33.3) 16 (48.5) 20 (60.6) 13 (39.4)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 0 3 (37.5) 5 (62.5) 5 (62.5) 3 (37.5)
Kolon 16 5(31.2) 5(31.2) 6(37.5) 10 (62.5) 6(37.5)
Sigmoid: 16 3 (30) 3 (30) 4 (40) 7 (70) 3 (30)
Rektum: 10 4 (25) 7 (43.8) 5(31.2) 10 (62.5) 6 (37.5)
DIFERANSIASYON *
iyl DIFERANSIYE 24 5 (20.8) 5 (20.8) 14 (58.3) 14 (58.3) 10 (41.7)
ORTA DIFERANSIYE 13 3(23.1) 5 (38.5) 5 (38.5) 10 (76.9) 3(23.1)
KOTU DIFERANSIYE 13 4 (30.8) 8(61.5) 1(7.7) 8(61.5) 5 (38.5)
INVAZYON
T1 7 2 (20) 0 5(71.4) 1(14.3) 6 (85.7)
T2 10 2 (20) (30) 5 (50) 7 (70) 3(30)
T3 23 5 (21.7) 11 (47.8) 7 (30.4) 15 (65.2) 8 (34.8)
T4 10 24 (30) 18 (36) 20 (40) 9 (90) 1 (10)
LNM*
Yok 19 5 (26.3) 2(10.5) 12 (63.2) 9 (47.4) 10 (52.6)
Var 31 7 (22.6) 16 (88.9) 8(25.8) 23 (74.2) 8(25.8)
METASTATIK LDS
1.54+0.7 > 26 7 (26.9) 7 (26.9) 12 (46.2) 12 (53.8) 12 (46.2)
1.54+0.7 < 24 5 (20.8) 11 (45.8) 8(33.3) 18 (75) 6 (25)
LENFATIK iNV.
Yok 37 7(18.9) 13 (35.1) 17 (45.9) 22 (59.5) 15 (40.5)
Var 13 5 (38.5) 5 (38.5) 3 (23.1) 10 (76.9) 3 (23.1)
VASKULER iNV.
Yok 42 8(19) 16 (38.1) 18 (42.9) 27 (64.3) 15 (35.7)
Var 8 4 (50) 2 (25) 2 (25) 5 (62.5) 3 (37.5)
PERINORAL iNV.
Yok 31 8(25.8) 10 (32.3) 13 (41.9) 20 (64.5) 11 (35.5)
Var 19 4(21.1) 8 (42.1) 7 (36.8) 12 (63.2) 7 (36.8)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 7 (25.9) 12 (44.4) 8(29.6) 17 (63) 10 (37)
18.28+0.7 < 23 5(21.7) 6(26.1) 12 (52.2) 15 (65.2) 8(34.8)
EVRE*
1+2 24 5 (20.8) 4(16.7) 15 (62.5) 12 (50) 12 (50)
3+4 26 7 (26.9) 14 (53.8) 5(19.1) 20 (76.9) 6(23.1)
METASTAZ
Yok 26 7 (26.9) 7 (26.9) 12 (46.2) 15 (57.7) 11 (42.3)
Var 24 5 (20.8) 11 (45.8) 8(33.3) 17 (70.8) 7 (29.2)
YASAM SURESI*
60.62+26.68> 26 7 (26.9) 3 (11.5) 16 (61.5) 12 (46.2) 14 (53.8)
60.62+26.68< 24 5 (20.8) 15 (62.5) 4(16.7) 20 (83.3) 4(16.7)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis;; INV: Invazyon PCR 0: degismenmis,
1: azalmuig, 2: artmis

*p<0.01
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Cizelge 4.9. Karsinom grubunda Itch’in immiinohistokimyasal ekspresyon siddetinin
klinkopatolojik parametreler ile iliskisi.

N BOYANMA SIiDDETI (%)
PARAMETRELER 0 1 2 3
YAS
64+12.353 > 22 15 (68.2) 3 (13.6) 4(18.2) 0
64+12.353 < 28 18 (64.3) 2(7.1) 2(7.1) 6(21.4)
CiNs
Kadin 17 21 (63.6) 4(12.1) 3(9.1) 5(15.2)
Erkek 33 12 (70.6) 1(5.9) 3 (17.6) 1(5.9)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 5 (62.5) 1(12.5) 0 2 (25)
Kolon 16 10 (62.5) 2(12.5) 3(18.8) 1(6.2)
Sigmoid: 16 10 (62.5) 2(12.5) 2(12.5) 2(12.5)
Rektum: 10 8 (80) 0 1 (10) 1 (10)
DIFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 22 14 (58.3) 4 (16.7) 2(8.3) 4 (16.7)
ORTA DIFERANSIYE 13 10 (76.9) 1(7.7) 1(7.7) 1(7.7)
KOTU DIFERANSIYE 13 9 (69.2) 0 3(23.1) 1(7.7)
INVAZYON
T1 7 1(14.3) 2 (28.6) 1(14.3) 3 (42.9)
T2 10 7 (70) 1 (10) 1 (10) 1 (10)
T3 23 16 (69.6) 1(4.3) 4(17.4) 2(8.7)
T4 10 9 (90) 1 (10) 0 0
LNM
Yok 19 9 (47.4) 4(21.1) 2(10.5) 4(21.1)
Var 31 24 (77.4) 1(3.2) 4(12.9) 2 (6.5)
METASTATIK LDS
1.5440.7 > 26 14 (53.8) 3 (11.5) 4(15.4) 5(19.2)
1.5440.7 < 24 19 (79.2) 2(8.3) 2(8.3) 1(4.2)
LENFATIK iNV.
Yok 37 23(62.2) 4(10.8) 5(13.5) 5(13.5)
Var 13 10 (76.9) 1(7.7) 1(7.7) 1(7.7)
VASKULER iNV.
Yok 42 28 (66.7) 4 (4.5) 5(11.9) 5(11.9)
Var 8 5 (62.5) 1(12.5) 1(12.5) 1(12.5)
PERINORAL INV.
Yok 31 21 (67.7) 4(12.9) 4(12.9) 2 (6.5)
Var 19 12 (63.2) 1(5.3) 2 (10.5) 4(21.1)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 18 (66.7) 3(11.1) 4(14.8) 2(7.4)
18.28+0.7 < 23 15 (65.2) 2(8.7) 2(8.7) 4(17.4)
EVRE
1+2 24 12 (50) 5 (20.8) 3(12.5) 4(16.7)
3+4 26 21 (80.8) 0 3 (11.5) 2(7.7)
METASTAZ
Yok 26 16 (61.5) 1(3.8) 4(15.4) 5(19.2)
Var 24 17 (70.8) 4(16.7 2 (8.3) 1(4.2)
YASAM SURESI
60.621+26.68> 26 12 (46.2) 5(19.2) 3 (11.5) 6(23.1)
60.621+26.68< 24 21 (87.5) 0 3 (12.5) 0

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1; INV: Invazyon
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Cizelge 4.10. Karsinom grubunda Itch’m boyanma lokalizasyonunun klinikopatolojik
parametreler ile iliskisi.

N BOYANMA LOKALIZASYONU (%)
PARAMETRELER 0 NOKTASAL GRANULER
YAS
64+12.353 > 22 15 (68.2) 1(4.5) 6 (27.3)
64+12.353 < 28 18 (64.3) 2(7.1) 8 (28.6)
CINS
Kadin 17 12 (70.6) 0 5 (29.4)
Erkek 33 21 (63.6) 3 (9.1) 9 (27.3)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 5 (62.5) 1(12.5) 2 (25)
Kolon 16 10 (62.5) 1(6.2) 5 (31.5)
Sigmoid: 16 10 (62.5) 1(6.2) 5(31.2)
Rektum: 10 8 (80) 0 2 (20)
DIiFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 22 14 (58.3) 3(12.5) 7 (29.2)
ORTA DIFERANSIYE 13 10 (76.9) 0 3(23.1)
KOTU DIFERANSIYE 13 9 (69.2) 0 4(30.8)
INVAZYON
T1 7 1(14.3) 2 (28.6) 4(57.1)
T2 10 7 (70) 0 3 (30)
T3 23 16 (69.6) 1(4.3) 6 (26.1)
T4 10 9 (90 0 1(10)
LNM
Yok 19 9 (47.4) 3 (15.8) 7 (36.8)
Var 31 24 (77.4) 0 7 (22.6)
METASTATIK LDS
1.5440.7 > 26 14 (53.8) 1(3.8) 11 (42.3)
1.54+0.7 < 24 19 (79.2) 2(8.3) 3 (12.5)
LENFATIK INV.
Yok 37 23 (62.2) 2 (5.4) 12 (32.4)
Var 13 10 (76.9) 1(7.7) 2 (15.4)
VASKULER iNV.
Yok 42 28 (66.7) 2 (4.8) 12 (28.6)
Var 8 5 (62.5) 1(12.5) 2 (25)
PERINORAL INV.
Yok 31 21 (67.7) 3(9.7) 7 (22.6)
Var 19 12 (63.2) 0 7 (36.8)
REAKTIF LDS
18.2840.7 > 27 18 (66.7) 3 (11.1) 6 (22.2)
18.2840.7 < 23 15 (65.2) 0 8 (34.8)
EVRE
1+2 24 12 (50) 3 (12.5) 9 (37.5)
3+4 26 21 (80.8) 0 5(19.2)
METASTAZ
Yok 26 16 (61.5) 0 10 (38.5)
Var 24 17 (70.8) 3 (12.5) 4(16.7)
YASAM SURESI
60.62+26.68> 26 12 (46.2) 3 (11.5) 11 (42.3)
60.62+26.68< 24 21 (87.5) 0 3(12.5)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1; INV: Invazyon
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Siah proteinin immunohistokimyasal ekspresyonu sitoplazmik olmakla birlikte,
baz1 olgularda hem sitoplazmik hem de niikleer boyanma bir ka¢ olguda ise sadece
niikleer boyanma izlendi (Sekil 4.17, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21 ve 4.22) . Hem PCR, hem de
immiinohistokimyasal ekspresyon degerlendirildiginde normal dokularla
karsilastirildiginda adenomlarda Siah protein ekspresyonu azalirken; adenokarsinom
olgularinda Siah ekspresyonunun arttigi saptanmig ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.11).

Karsinom grubunda Siah-1’in hem molekiiler hem de immiinohistokimyasal olarak
ekspresyonu ile yas, cinsiyet, lokalizasyon, invazyon, metastaik lenf diiglimiiniin sayisi,
lenfatik, vaskiiler, perindral invazyon, reaktif lenf diigiimii sayis1 ve uzak metastaz
arasinda iligki izlenmedi (p>0.05). Diferansiyasyon, lenf diigiimii metastazi, evre ve 5
yillik hastaliksiz sag kalim ile Siah-1 ekspresyonu arasmmda hem molekiiler hem de
immunohistokimyasal olarak istatistiksel anlamli korelasyon saptandi (p<0.05) (Cizelge
4.12). Siah-1 boyanma siddeti ve loklaizasyonu ile belirli bir fark saptanmadi (Cizelge
4.13 ve 4.14).

Sekil 4.17. Normal mukozada Siah-1 ekspresyonu. (x100)
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Sekil 4.19. Adenomda niikleer ve sitoplazmik Siah-1 pozitifligi. (x200)

65



Sekil 4.21. Karsinomda niikleer ve sitoplazmik Siah-1 pozitifligi. (x400)
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Sekil 4.22. Karsinomda niikleer ve sitoplazmik Siah-1 pozitifligi. (x400)

Tablo 4.11. Normal mukoza, adenom ve karsinom olgularinda Siah’in
immunohistokimyasal ve PCR ile ekpresyonlarinin gosterilmesi.
SIAH NORMAL ADENOM KARSINOM P degeri
PCR
0 20 (100) 6 (20) 10 (20) 0.001
1 0 13 (43.3) 13 (26)
2 0 11 (36.7) 27 (54)
Boyanma
(] 15 (75) 19 (63.3) 21 (42) 0.024
1 5 (25) 11 (36.7) 29 (58)
Boyanma Siddetti
(] 15 (75) 19 (63.3) 21 (42)
1 1(5) 2 (6.7) 10 (20) 0.166
2 2 (10) 4(13.3) 11 (22)
3 2 (10) 5 (16.7) 8 (16)
Boyanma Dagilimi
S 0 2 (18.2) 8 (27.69 0.365
B 5 (100) 9 (81.8) 21 (72.4)

PCR 0: degismemis, 1: azalmis, 2: artmis)
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Cizelge 4.12. Karsinom grubunda Siah-1’in molekiiler ve immiinohistokimyasal
espresyonunun klinkopatolojik parametreler ile iligkisi.

N PCR (%) EKSPRESYON
PARAMETRELER 0 1 2 YOK VAR
YAS
64+12.353 > 22 4(18.2) 5(22.7) 13 (59.1) 7 (31.8) 15 (68.2)
644+12.353 < 28 6(21.4) 8(28.6) 14 (50) 14 (50) 14 (50)
CiNs
Kadin 17 3(17.6) 4(23.5) 10 (58.8) 15 (45.5) 18 (54.5)
Erkek 33 7 (21.2) 9(27.3) 17 (51.5 6(35.3) 11 (64.7)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 2 (25) 2 (25) 4 (50) 4 (50) 4 (50)
Kolon 16 3(18.8) 4(25) 9 (56.2) 6(37.5) 10 (62.5)
Sigmoid: 16 2(12.5) 4(25) 10 (62.5) 6(37.5) 10 (62.5)
Rektum: 10 3 (30) 3 (30) 4 (40) 5 (50) 5 (50)
DIFERANSIASYON *
iYi DIFERANSIYE 24 7(29.2) 10 (41.7) 7(29.2) 16 (66.7) 8(33.3)
ORTA DIiFERANSIYE 13 2(15.49 1(7.7) 10 (76.9) 3(23.1) 10 (76.9)
KOTU DIFERANSIYE 13 1(7.7) 2 (15.4) 10 (76.9) 2 (15.4) 11 (84.6)
INVAZYON
T1 7 2 (28.6) 2 (28.6) 3 (42.9) 4(51.7) 3 (42.9)
T2 10 1 (10) 4 (40) 5 (50) 4 (40) 6 (60)
T3 23 5(21.7) 4(17.4) 5 (50) 9(39.1) 14 (60.9)
T4 10 2 (20) 3 (30) 5 (50) 4 (40) 6 (60)
LNM*
Yok 19 6(31.6) 8(42.1) 5 (26.3) 13 (68.4) 6(31.6)
Var 31 4(12.9) 5(16.1) 22 (71) 8 (25.8) 23 (74.2)
METASTATIK LDS
1.54+0.7 > 26 4(15.4) 6(23.1) 16 (61.5) 9 (34.6) 17 (65.4)
1.5440.7 < 24 6(25) 7 (29.2) 11 (45.8) 12 (50) 12 (50)
LENFATIK iNV.
Yok 37 7 (18.9) 6(16.2) 24 (64.9) 12 (32.4) 25 (67.6)
Var 13 3 (23.1) 7 (53.8) 3 (23.1) 9 (69.2) 4(30.8)
VASKULER iNV.
Yok 42 8(19) 9(21.4) 25 (59.5) 16 (38.1) 26 (61.9)
Var 8 2 (25) 4 (50) 2 (25) 5 (62.5) 3 (37.5)
PERINORAL iNV.
Yok 31 5(16.1) 9(29) 17 (54.8) 13 (41.9) 18 (58.1)
Var 19 5 (26.3) 4(21.1) 10 (52.6) 8(42.1) 11 (57.9)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 5(18.5) 5(18.5)8 17 (63) 10 (37) 17 (63)
18.28+0.7 < 23 5(21.7) 8(34.8) 10 (43.5) 11 (47.8) 12 (52.2)
EVRE*
1+2 24 7 (29.2) 8(33.3) 9(37.5) 14 (58.3) 10 (41.7)
3+4 26 3(11.5) 5(19.2) 18 (69.2) 7 (26.9) 19 (73.1)
METASTAZ
Yok 26 4(15.4) 6(23.1) 16 (61.5) 9 (34.6) 17 (65.4)
Var 24 6 (25) 7 (29.2) 11 (45.8) 12 (50) 12 (50)
YASAM SURESI*
60.62+26.68> 26 8(30.8) 10 (38.5) 8(30.8) 16 (61.5) 10 (38.5)
60.62+26.68< 24 2(8.3) 3(12.5) 19 (79.2) 21 (42) 19 (79.2)

N: say1; LDS: Lenf diigiimii says1;; LNM: Lenf diigiimii metastazi, INV: Invazyon. PCR 0: degismemis, 1:
azalmis, 2: artmis
* p<0.01
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Cizelge 4.13. Karsinom grubunda Siah-1’in immiinohistokimyasal boyanma siddetinin
klinkopatolojik parametreler ile iliskisi.

N BOYANMA SIiDDETI (%)
PARAMETRELER 0 1 2 3
YAS
64+12.353 > 22 7 (31.8) 4(18.2) 7 (31.8) 4(18.2)
64+12.353 < 28 14 (50) 6(21.4) 4(14.3) 4(14.3)
CiNs
Kadin 17 6(35.3) 6(35.3) 3(17.6) 2(11.8)
Erkek 33 15 (45.5) 4(12.1) 8 (24.2) 6(18.2)
LOKALiZASYON
Cekum: 8 4 (50) 1(12.5) 1(12.5) 2 (25)
Kolon 16 6 (37.5) 4 (25) 4(25) 2(12.5)
Sigmoid: 16 6(37.5) 4(25) 3(18.8) 3(18.8)
Rektum: 10 5 (50) 1 (10) 3 (30) 1 (10)
DIFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 22 16 (66.7) 3(12.5) 2(8.3) 3(23.1)
ORTA DIiFERANSIYE 13 3(23.1) 3(23.1) 4 (30.8) 3(23.1)
KOTU DIFERANSIYE 13 2 (15.4) 4 (30.8) 5 (38.5) 2 (15.4)
INVAZYON
T1 7 4(57.1) 1(14.3) 1(14.3) 1(14.3)
T2 10 4 (40) 2 (20) 3 (30) 1 (10)
T3 23 9(39.1) 4(17.49 4(17.4) 6(26.1)
T4 10 4 (40) 3 (30) 3 (30) 0
LNM
Yok 19 13 (68.4) 2(10.5) 0 4(21.1)
Var 31 8 (25.8) 8 (25.8) 11 (35.5) 4(12.9)
METASTATIK LDS
1.54+0.7 > 26 9 (34.6) 7 (26.9) 6(23.1) 4 (15.4)
1.5440.7 < 24 12 (50) 3 (12.5) 5 (20.8) 4(16.7)
LENFATIK iNV.
Yok 37 12 (32.4) 8(21.6) 9 (24.3) 8(21.6)
Var 13 9 (69.2) 2 (15.4) 2 (15.4) 0
VASKULER INV.
Yok 42 16 (38.1) 10 (23.8) 9(21.4) 7 (16.7)
Var 8 5 (62.5) 0 2 (25) 1(12.5)
PERINORAL iNV.
Yok 31 13 (41.9) 7 (22.6) 6(19.4) 5(16.1)
Var 19 8 (42) 3 (15.8) 5 (26.3) 3 (15.8)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 10 (37) 8(29.6) 8(29.6) 1(3.7)
18.28+0.7 < 23 11 (47.8) 2(8.7) 3(13) 7 (30.4)
EVRE
1+2 24 14 (58.3) 3(12.5) 3(12.5) 4(16.7)
3+4 26 7 (26,9) 7 (26,9) 8(30.8) 4(15.4)
METASTAZ
Yok 26 9 (34.6) 5(19.2) 5(19.2) 7 (26.9)
Var 24 12 (50) 5 (20.8) 6 (25) 1(4.2)
YASAM SURESI
60.62+26.68> 26 16 (61.5) 4(15.4) 3 (11.5) 3 (11.5)
60.621+26.68< 24 5(20.8) 6 (25) 8(33.3) 5(20.8)

N: say1; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LDS: Lenf diigiimii sayis1; INV: Invazyon
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Cizelge 4.14. Karsinom grubunda Siah-1’in immiinohistokimyasal lokalizasyonunun
klinikopatolojik parametreler ile iligkisi.

N BOYANMA LOKALIZASYONU (%)
PARAMETRELER 0 S+N S
YAS
64+12.353 > 22 7 (31.8) 3 (13.6) 12 (54.5)
64+12.353 < 28 14 (50) 5(17.9) 9(32.1)
CiNs
Kadin 17 6(35.3) 5 (29.4) 6(35.3)
Erkek 33 15 (45.5) 3 (9.1) 15 (45.5)
LOKALIZASYON
Cekum: 8 4 (50) 2 (25) 2 (25)
Kolon 16 6 (37.5) 3(18.8) 7 (43.8
Sigmoid: 16 6(37.5) 1(6.2) 9 (56.2)
Rektum: 10 5 (50) 2 (20) 3 (30)
DIFERANSIASYON
iYi DIFERANSIYE 22 16 (66.7) 2(8.3) 6 (25)
ORTA DIiFERANSIYE 13 3(23.1) 3(23.1) 7 (53.8)
KOTU DIFERANSIYE 13 2 (15.4) 3(23.1) 8(61.5)
INVAZYON
T1 7 4(57.1) 1(14.3) 2 (28.6)
T2 10 4 (40) 2 (20) 4 (40)
T3 23 9(39.1) 3(13) 11 (47.8)
T4 10 4 (40) 2 (20) 4 (40)
LNM
Yok 19 13 2(10.5) 4(21.1)
Var 31 8 (25) 6(19.4) 17 (54.8)
METASTATIK LDS
1.54+0.7 > 26 9 (34.6) 5(19.2) 12 (46.2)
1.54+0.7 < 24 12 (50) 3 (12.5) 9 (37.5)
LENFATIK iNV.
Yok 37 12 (32.4) 6(16.2) 19 (51.4)
Var 13 9 (69.2) 2 (15.4) 2 (15.4)
VASKULER iNV.
Yok 42 16 (38.1) 8(19) 18 (42.9)
Var 8 5 (62.5) 0 3 (37.5)
PERINORAL iNV.
Yok 31 13 (41.9) 6(19.4) 12 (38.7)
Var 19 8 (42.1) 2(10.5) 9 (47.4)
REAKTIF LDS
18.28+0.7 > 27 10 (37) 7 (25.9) 10 (37)
18.28+0.7 < 23 11 (47.8) 1(4.3) 11 (47.8)
EVRE
1+2 24 14 (58.3) 1(4.2) 9 (37.5)
3+4 26 7 (26.9) 7 (26.9) 12 (46.2)
METASTAZ
Yok 26 9 (34.6) 3 (11.5) 14 (53.8)
Var 24 12 (50) 5 (20.8) 7 (29.2)
YASAM SURESI
60.62+26.68> 26 16 (61.5) 2(7.7) 8(30.8)
60.62+26.68< 24 5 (20.8) 6 (25) 13 (54.2)

N: sayr; LNM: Lenf diigiimii metastazi, LNM: Lenf nodu metastaz,
LDS: Lenf diigmii sayst; INV: Invazyon
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Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in PCR ekspresyonlar1 arasindaki korelasyon
Spearman’s testi ile incelendiginde Notch ile Numb (r: -0. 4, p<0.05) ve Itch (r: -0.3,
p<0.05) arasinda negatif, Siah-1 ile pozitif korelasyon (r: 0.5, p<0.01) oldugu izlendi.
Numb ile Itch arasinda ise pozitif korelasyon (r: 0.8, p<0.01) izlendi.

Her bir parametrenin bes yillik hastaliksiz sag kalim analizi log rank testi ile analiz
edildi. Bes yillik hastaliksiz sag kalim iyi diferansiye adenokarsinom tanili olgularda
64,58 ay, orta diferansiye adenokarsinom tanili olgularda 55,0 ay ve kotii diferansiye
tanili olgularda 38,92 ay bulunmustur (Sekil 4.23).

Bes yillik hastaliksiz sag kalim lenf nodu metastazi olanlar da 54,16 ay olmayanlar
ise 71.16 ay olarak izlendi (Sekil 4.24).

Benzer olarak diisiik evreli kolon adenokarsinomlu hastalarda bes yillik hastaliksiz
sag kalim 66.79 ay, yiiksek evreli adenokarsinom tanili olgularda ise 34,92 ay
bulunmustur (Sekil 4.25).

Bes yillik hastaliksiz sag kalim PCR ile Notch protein diizeylerinde degisme
olmayanlarda 53.67 ay, azalanlarda 65 ay, artanlarda ise 49.81 ay olarak izlendi(Sekil
4.26). Notch immunekspresyonu olan olgularda bes yillik hastaliksiz sag kalim 39,28 ay,
ekspresyon saptanmayan olgularda ise 61,38 ay bulunmustur (Sekil 4.27).

Bes yillik hastaliksiz sag kalim PCR ile Numb protein diizeyi azalan olgularda
43,65 ay iken, Numb artis1 olan olgularda 68,17 ay olarak saptandi (Sekil 4.28). Numb
immunreaksiyonu olan olgularda 65,13 ay immunreaksiyon saptanmayanlarda ise 43,85
ay olarak belirlendi (Sekil 4.29).

Itch’in PCR ile protein diizeyi degismeyenlerde bes yillik hastaliksiz sag kalim
66.75 ay, azalanlarda ise 41.45 ay olarak izlendi (Sekil 4.30). Itch immun reaksiyon
saptanan olgularda bes yillik hastaliksiz sag kalim 67.15 ay saptanmayanlarda 46.27 ay
olarak saptandi (Sekil 4.31).

Bes yillik hastaliksiz sag kalim Siah-1 protein diizeyleri degismeyenlerde 60.70 ay,
azalanlarda 54.08 ay, artanlarda ise 38.93 ay bulundu (Sekil 4.32). Siah
immunekspresyonu saptanan olgularda ise bes yillik hastaliksiz sag kalim 42.23 ay,
saptanmayan olgularda 62.24 ay olarak izlendi (Sekil 4.33).

Diger parametreler ile bes yillik hastaliksiz sag kalim arasinda anlamli iligki
saptanmadi.

Log rank analizinde anlamli bulunan parametreler ¢ok degiskenli Cox regresyon
analizi ile incelendiginde lenf nodiili metastazinin varligt Notch ve Numb protein

ekspresyonlarinin bagimsiz prognostik parametreler oldugu izlendi (Cizelge 4.33).
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Sekil 4.23. Diferansiasyon ile bes yillik hastaliksiz sagkalim iligkisi.

1: iyi diferansiye adenokarsinom, 2: orta derecede diferansiye adenokarsinom, 3: kotii diferansiye
adenokarsinom
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Sekil 4.24. Lenf nodu metastazi ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iliskisi.
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Sekil 4.25. Evre ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iligkisi.

Survival Functions

on S \_l 1

©
2 0,67
<
=
v
£ 0
S 0,4
o
2
0,2
0,0
I | I | I |
0 20 40 60 80 100

Sekil 4.26. Notch protein diizeyi ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iligkisi.

0: degismemis, 1: Notch protein diizeyi azalmis, 2: Notch protein diizeyi artmis
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Sekil 4.27. Notch immunekspresyonu ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iligkisi.
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Sekil 4.28. Numb protein diizeyi ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iligkisi.

1: Numb protein diizeyi azalmis, 2: Numb protein diizeyi artmig
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Sekil 4.29. Numb immunreaksiyonu ile bes yillik hastaliksiz sag kalim iligkisi.
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Sekil 4.30. Itch protein diizeyinin bes yillik hastaliksiz sag kalim iliskisi.

0: degismemis, 1: azalmis, 2: artmis
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Sekil 4.31. Itch immunreaksiyonunun bes yillik hastaliksiz sag kalim ile iligkisi.
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Sekil 4.32. Siah protein diizeyinin bes yillik hastaliksiz sag kalim ile iligkisi.

0: Siah protein diizeyi degismemis, 1:Siah protein diizeyi azalmis, 2: Siah protein diizeyi artmis
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Sekil 4.33. Siah immunreaksiyonunun survey analizi ile iliskisi.

Cizelge 4.15. Cox regresyon analizinde bagimsiz prognostik faktorler.

PARAMETRE Regresyon Katsayisi P degeri Relatif Risk
LNM 2,406 0.001 11,088
Notch PCR 1,579 0.03 3,677
Numb PCR -1,166 0.01 0,561
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5. TARTISMA

KRK 3. siklikta goriilmesine ve ¢ok sayida tedavi segenekleri olmasina ragmen,
kanser ile iligkili 6lim nedenleri arasinda 4. swadadir (1,2). Yeni tedavi rejimleri
gelistirilmesine ragmen kolorektal kanserlerin yaklasik %50’sinde rekiirrens
goriilmektedir. Tiimor rekiirrensinden sorumlu primer neden kemoterapiye direngli
kanser kok hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir (6,7). Kolorektal kanserlerde ¢ok sayida
kanser kok hiicresi saptanmistir. Bunlar arasinda da Notch yolagi ve bu yolagin
regiilatorleri olan Numb, Itch ve Siah onemli yer tutmaktadir. Notch sinyalinin, kok
hiicrenin  korunmasinda, hiicre kaderinin belirlenmesinde, diferansiasyonunda,
proliferasyonunda onemli rolleri vardir (9,61,78). Notch normal barsak gelisiminde
onemlidir ve kriptlerde saptanabilir (51,86). Barsaklarda Notch hedef geni olan hesl
ekspresyonuna bagli olarak amplifiye hiicrenin absorbtif epitel mi yoksa sekretuar hiicre
mi olacag1 belirlenir (87,88). Notch yolaginin inhibisyonu ile proliferasyon kaybi ve
goblet hiicrelerine doniisiim artarken; Notch overekspresyonu kriptlerde proliferasyona
neden olur ve goblet hiicrelerine doniisiim azalir (10). Notch sinyalinin barsakta hem
kaybi, hem de overekspresyonu karsinogenez acgisindan 6nemli olabilmektedir (10).

Bu caligmada normal kolon mukozasinda Notch protein diizeylerinde degisme
saptanmamistir. Bulgularimiz Gao ve arkadaslarinin kolon normal mukozal epitelinde
Notchl’in ve jaggedl’in ekspresyonunu izlememeleri ile uyumludur (54).

Bizim calismamizda adenomlarda Notch ekpresyonu artmis olarak izlenmistir.
Onceki deneysel ¢alismalarda Apc mutant farelerin adenomlarinda Notch ile iliskili
Hesl1 asir1 ekspresyonu izlenirken, y-sekretaz inhibitorlerinin adenomlarda goblet hiicre
diferansiasyonunu artirarak, adenom epitelinde proliferasyonu azalttig1 gosterilmistir
(54,98,100). Ancak Notch yolagi ve regiilatorlerinin adenomlarda ekspresyonlarinin
incelendigi yeterli calisma mevcut degildir. Bu nedenle adenomlarda izledigimiz
bulgularin ileride yapilacak c¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica
calismamizda; adenom tanili hasta grubunda Notch protein diizeyinin normal dokuya
oranla artt1g1 saptanirken, Numb, Itch ve Siah protein diizeylerinin azaldig1 saptanmustir.
Bu bulgular Notch sinyal yolaginda rolii olan Numb, Itch ve Siah-1’in karsinogenezde
de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Onceki bir calismada 65 kolorektal adenokarsinomlu hastanin tamaminda

immunohistokimyasal olarak Notch-1 ve Jaggedl’in sitoplazmik ekspresyonunu
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saptanmistir (54). Yaptigimiz calismada ise 50 kolorektal adenokarsinomlu hastada PCR
ile Notch protein ekspresyonu olgularin %44’ iinde artmistir ve immiinohistokimyasal
olarak olgularn %64’linde sitoplazmik pozitiflik saptanmistir. Notch protein
diizeylerinin normal doku ile karsilastirildigi zaman adenom ve karsinom olgularinda
istatistiksel olarak anlamli arttig1 belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalarda immunohistokimyasal olarak normal kolon mukozasinda
Notchl ekspresyonu saptanmazken tiimoriin grade’i arttikca boyanma orani ve siddeti
artmistir (98,101). Bizim ¢alismamizda da kotii diferansiye adenokarsinom olgularinda
anlamli olarak Notch protein diizeylerinde artis mevcuttur. Ayrica ileri evre KRK
hastalarda da Notch protein ekspresyonunun arttigi saptanmaistir.

Reedijk ve arkadaslar1 kolorektal kanserlerde Hesl mRNA seviyesini ve Notch
aktivasyonunun hastaligin seyri ile iliskili oldugunu saptamislardir (99). Bizim
calismamizda da adenokarsinom tanili hastalarda Notch negatif hastalarin pozitif
olanlara gore daha uzun survivala sahip olduklar1 saptanmistir.

Qiao ve arkadaslarmin yaptig1 calismada da KRK hastalarda Notch ligandlarindan
jaggedl ekspresyonun primer KRK hastalarda, metastatik KRK hastalardan daha yiiksek
oldugu not edilmistir (54,99). Bizim ¢alismamizda Notch ekspresyonu ile uzak metastaz
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuclar izlenmese de lenf nodu metastazi ile
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Bu bulgular Notch’un KRK’mn metastatik
potansiyeli ile iligkili oldugunu desteklemektedir.

Numb; meme, akciger, testis, tiikriik bezi gibi bir¢ok eriskin dokuda eksprese
olmaktadir (12,105). Numb farelerin barsaginda villus kript aksinda saptanmistir ve
intestinal epitel hiicrelerinde Notch yolagmi inhibe ederek goblet hiicrelerine
dongtimiinde rol almaktadiwr (105). Numb ayrica intestinal hiicrelerde miisin
sekresyonunu arttirir ve epitel bariyerinin biitiinliigiinlin korunmasma yardimc1
olmaktadir (12,105,110). Meng ve arkadaslarinin yaptigi calismada kolon kanserli
hastalarda Notch-1 ekspresyonu saptanirken Nocth yolagmin negatif regiilatorii olan
Numb diizeylerinin azaldig1 bulunmustur (105). Bizim calismamizda adenomlarda ve
karsinomlarda Numb protein diizeyleri azalmis olarak saptanmistir. Timor
diferansiasyonu azaldikga Numb protein diizeylerinde de azalma saptanmistir. Lenf nodu
metastazi saptanan olgularda Numb protein diizeyinde azalma bulunmustur. Yiksek
evreli KRK hastalarda da Numb diizeylerinde azalma saptanmistir. Numb pozitif olan

vakalarda 5 yillik hastaliksiz sag kalim Numb negatif olanlara goére daha yiiksek
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saptanmistir. Numb; Notch yolagmin onemli negatif regiilatorlerinden biridir ve bizim
hipotezimize gore normal mukozadan adenokarsinoma dogru ilerledikce Numb
diizeylerinde azalma, Notch diizeylerinde artis beklenmektedir. Yaptigimiz calismada da
Numb ile Notch proteini ters korele olarak bulunmus ve adenokarsinomlarda Numb
diizeyi azalmistir.

Itch bir E3 ubiqutin ligazdir ve 6nemli ileti yolaklarinda gorev almaktadir. Notch
yolagmin regulatorlerinden biridir (124). Itch Numb proteininin aktivitesini diizenler ve
Notch seviyesini azaltir (12,125,127). Kolonda hentiz Itch ile yapilmis ¢alisma mevcut
degildir. Bizim caligmamizda Itch seviyesi kolon mukozasinda degismemis olarak
saptanmistir. Adenomlarda Itch seviyesi Numb ile birlikte azalirken, Notch ile arasinda
ters 1iliski mevcuttur. Itch diizeyi adenokarsinomlu vakalarda ise azalmig olarak
saptanmistir. Ayrica adenokarsinomda tiimor diferansiasyonu arttikca Itch diizeyleri
azalmaktadir. Yine lenf nodu metastazi olmayan hastalarda Itch diizeylerinde artis
izlenmistir. Erken evre olgularda Itch diizeyi yliksek iken, ileri evreli hastalarda Itch
diizeyi azalmistir. Itch seviyeleri artan hasta grubunda bes yillik hastaliksiz sag kalimin
daha uzun oldugu belirlenmistir.

Notch sinyal yolagmin diizenleyicilerden biri de Siah-1’dir. Ancak Siah Numb
aracilig1 ile Notch sinyal yolagmi diizenlemektedir (12). Siah-1 Numb degradasyonuna
yol acar ve bu da sitoplazma ve nukleustaki Notch’un endojen hiicre ylizeyine
dagilmasina neden olur. Boylelikle Notch iliskili transkripsiyonel aktivite arttirilmis olur
(12,109,121). Bilgilerimize gore Siah-1 ve KRK ile yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda kolon mukozasinda Siah-1 seviyesinde degisme
saptanmamistir. Adenom vakalarinda ise Siah-1 protein diizeylerinde azalma
saptanmistir. KRK’lu vakalarda Siah-1 protein ekspresyonunda artig saptanmistir. Siah-1
ekspresyonu kotii diferansiye tiimorlerde daha fazladir. Lenf nodu metastazi olan hasta
grubunda Siah-1 seviyelerinde artis saptanmistir. Siah-1 ekspresyonu izlenmeyen veya

azalmis olan olgularda bes yillik hastaliksiz sag kalim daha uzundur.
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6. SONUCLAR

Calismaya 2005-2009 yillar1 arasmda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Patoloji Anabilim Dali’nda 50 (elli) adet kolon rezeksiyon materyalleri ile

adenokarsinom tanis1 almis, 30(otuz) adet adenom tanis1 almis ve 20 adet normal kolon

mukoza Orneklerinden olusan toplam 100 adet olgu incelenmistir.

1.

10.

11

12.

13.

Notch ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) adenomlarda ve kolorektal

adenokarsinomlarda yiikseldigi saptanmistir.

. Notch’un immunohistokimyasal olarak boyanma siddeti ve lokalizasyonunun

klinikopatolojik parametrelerle iliskisi saptanmamustir.

. Notch ekspresyon artis1 (PCR ve immiinohistokimyasal); diferansiasyon kaybi

olan, lenf nodu metastazi izlenen, ileri evre tlimorlerde daha fazla goriilmiistiir.

. Notch ekspresyonu (PCR ve immiinohistokimyasal) diizeyi arttikca 5 yillik

hastaliksiz sag kalim azalmistir.

. Numb ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) adenomlarda ve kolorektal

adenokarsinomlarda azaldig1 saptanmaistir.
Numb proteininin  immunohistokimyasal olarak boyanma siddeti ve

lokalizasyonunun klinikopatolojik parametrelerle iligskisi saptanmamastir.

. Numb ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) azalmasi; diferansiasyon

kayb1 olan, lenf nodu metastaz1 izlenen, ileri evre tiimdrlerde daha fazla

goriilmiistiir.

. Numb ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) diizeyi arttik¢a 5 yillik

hastaliksiz sag kalim artmustir.

Itch protein ekspresyonu (PCR ve immiinohistokimyasal) adenom ve karsinom
vakalarinda azalmis olarak saptanmstir.

Itch immunohistokimyasal olarak boyanma siddeti ve lokalizasyonunun

klinikopatolojik parametrelerle iliskisi saptanmamastir.

. Itch proteinin azalmasi; diferansiasyonun kaybi1 olan, lenf nodu metastazi izlenen,

ileri evre tiimorlerde daha fazla goriilmiistiir.

Itch ekspresyon (PCR ve immiinohistokimyasal) diizeyi azaldikca 5 yillik
hastaliksiz sag kalim azalmistir.

Siah-1 ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) adenomlarda ekspresyonu

azalirken; adenokarsinom olgularinda arttig1 saptanmastir.
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14. Siah-1  proteininin  immunohistokimyasal olarak boyanma siddeti ve
lokalizasyonunun klinikopatolojik parametrelerle iliskisi saptanmamustir.

15. Siah-1 protein artigi; diferansiasyonun kaybi olan, lenf nodu metastazi izlenen
tiimorlerde daha fazla goriilmiistiir.

16. Siah-1 ekspresyonunun (PCR ve immiinohistokimyasal) diizeyi arttikca 5 yillik
hastaliksiz yasam siiresi azalmistir.

17. Calisma grubumuzda lenf nodiilii metastazi, Notch ve Numb protein ekspresyonu
bagimsiz prognostik faktorler olarak belirlenmistir.

18. Notch karsinogenez ve tiimor progresyonunda rol oynar. Numb, Itch ve Siah-1

Notch’un bu etkisinin diizenlenmesinde rol oynuyor olabilir.
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7. OZET

Kolorektal Adenom ve Karsinomlarda Kok Hiicre Faktorleri Olan
Notch, Numb, Itch ve Siah-1’in Birbirleri ve Klinikopatolojik Parametreler ile

iliskilerinin Gosterilmesi

Kolorektal karsinomlar gastrointestinal sistemin en sik rastlanan tiimorleridir ve
kanser ile iligkili 6liim nedenleri arasinda 4. swradadir. Tiimor rekiirrensinden sorumlu
primer neden kemoterapiye direngli kanser kok hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir.
Kanser kok hiicresine bagli olusan direncin ortadan kaldirilarak kanserin tedavi
edilmesini hedefleyen calismalar giderek artmaktadir. Kanser kok hiicresindeki en
onemli yolaklardan biri de Notch yolagidir. Anormal Notch sinyali karsinogenezde
hiicrelerin kendi kendini yenilemesine ve normal kok hiicrelerin regiilasyonunun
bozulmasina neden olur. Notch sinyali bircok kanser tiirlinde saptanmistir. Notch sinyali
kanser hiicrelerinin biiylimesinde, invazyonunda ve metastazinda etkili bulunmustur.
Bundan yola c¢ikilarak Notch sinyal inaktivasyonunun kanser tedavisinde
kullanilabilecegi one stiriilmiistiir.

Bu ¢alismaya 2005-2009 yillar1 arasimnda Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’'nda 50 adet adenokarsinom tanis1 almis, 30 adet adenom tanis1
almis ve 20 adet normal kolon mukoza 6rneklerinden olusan toplam 100 adet olgu dahil
edilmistir. Her bir vaka Notch, Numb, Itch ve Siah ile immunohistokimya ve rt-PCR ile
incelendi. Kolon adenokarsinom olgulari; yas, cinsiyet, tiimor lokalizasyonu, timor
boyutu, tiimor grade, patolojik evre, pTNM evrelemesi, lenf nodu metastazi,
lenfovaskuler, perindral invazyon ve klinikopatolojik parametrelerine gore
degerlendirildi. Calismamizda Notch ekspresyonu ile tiimor diferansiasyonu (p: 0.001)
ve survival (p:0,001) arasinda zit korelasyon, lenf nodu metastazi (p:0,001) ve evre
(p:0,005) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi. Kolon
adenokarsinomlarinda spearman korelasyon testine gére Notch protein ekspresyonunun
artis1; Siah ile pozitif korele iken, Itch ve Numb ile zit koreledir.

Sonug olarak; normal doku ile karsilastirildiginda kolon karsinomunda Notch ve
Siah protein ekspresyon artist saptanirken, Numb ve Itch protein diizeylerinde azalma
bulunmustur. Notch’un kolon karsinomu gelisiminde 6nemli bir yolak oldugu ve

tiimoriin artan agresivitesi ve kotli prognozuyla da iligkili oldugu bulunmustur. Kolon
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kanser tedavilerinde Notch yolagimm  hedeflenmesi, timér metastazinin

degerlendirilmesi ve sagkalimin uzatilmasi agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal karsinom, Notch, Numb, Itch, Siah, immunohistokimya.
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8. ABSTRACT

Demonstration of Associations Among Notch, Numb, Itch And Siah-1 (Stem Cell
Factors) Expression and Their Relations with Clinicopathological Parameters in

Colorectal Adenomas and Carcinomas

Colorectal carcinoma is the most frequent tumor of the gastrointestinal system, and
ranks 4" among cancer related deaths. Chemotherapy resistant cancer stem cells are
considered to be the primary cause of tumor recurrence. Studies aiming to treat cancer
by eliminating the resistance caused by cancer stem cell are reported increasingly. One
of the most important pathway in the cancer stem cell is the Notch pathway. Abnormal
Notch signaling causes cellular self-renewal in carcinogenesis and disruption of
regulation of normal stem cells. Notch signaling has been detected in many types of
cancer and have been found to be effective in growth, invasion and metastasis of cancer
cells. Consequently, Notch signal inactivation has been proposed as a candidate for use

in cancer treatment.

The expression of Notch, Numb, Itch and Siah-1 were investigated in 50 colorectal
carcinomas (CRC), 30 adenomas and 20 normal colonic tissues both by

immunohistochemistry and RT-PCR analysis.

Colonic adenocarcinoma cases were evaluated for age, sex, localization of tumor,
tumor size, tumor grade, pathological stage, pTNM staging, lymph node metastasis,
lymphovascular and perineural invasion and clinicopathological parameters. In our
study, an inverse correlation between tumor differentiation (p: 0.001) and survival (p:
0.001); and a statistically significant positive correlation between lymph node metastasis
(p: 0.001) and stage (p:0.005) were found. According to Spearman correlation test,
Notch protein expression in colon adenocarcinomas was positively correlated with Siah,

and inversely correlated with Itch and Numb.

In conclusion; in colonic carcinomas, compared to normal tissues, Notch and Siah
protein expression was found to be increased whereas Numb and Itch protein levels were
decreased. Notch was found to be an important pathway in colon cancer formation, and

was also found to be associated with increasing aggressiveness of the tumor and bad
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prognosis. Targeting Notch pathway for treatment of colon cancer is important for

evaluation of tumor metastases and prolonging survival.

Key words: Colorectal carcinoma, Notch, Numb, Itch, Siah, immunohistochemistry.
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